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3.
Wo du stehst, grab tief hinein!
Drunten ist die Quelle!
Lass die dunklen Ma¨nner schrein:
“Stets ist drunten - Ho¨lle!”
Friedrich Nietzsche - Die fro¨hliche Wissenschaft
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Zusammenfassung
Die Arbeit “Gewinnung antigenspezifischer T-Zellen zum adoptiven Immuntransfer am
Beispiel der Cytomegalievirusinfektion” befasst sich mit der Herstellung, Austestung und
dem therapeutischen Einsatz antigenspezifischer T-Zellen. Sie hatte die Etablierung eines
Testverfahrens zur Patientenauswahl und -u¨berwachung, die Austestung und Optimierung
des Zytokinsekretionstests (im Labormaßstab), die Definition von Qualita¨tsmerkmalen fu¨r
die aufgereinigten Zellen und die Etablierung geeigneter die Tests fu¨r eine Umsetzung der
Aufreinigung im klinischen Maßstab sowie die Gewinnung neuer CMV-Antigene zur Ver-
besserung der in vitro Stimulation von CMV-spezifischen T-Zellen zum Ziel.
Neben Transplantatabstoßung und Graft-versus-Host-Erkrankung (Transplantat gegen
Wirt; GvHD) haben opportunistische Infektionen im Zuge der no¨tigen Immunsuppres-
sion einen großen Anteil an Komplikationen nach Organ- oder Stammzelltransplantation.
Besonders das Cytomegalievirus (CMV) tra¨gt zu erho¨hter Morbidita¨t und Mortalita¨t bei.
Es eignet sich aufgrund seiner weiten Verbreitung und der guten Charakterisierung als
Modellsystem.
Im Rahmen der Arbeit wurde ein durchflusszytometrischer Test zur Quantifizierung von
CMV-bindenden T-Zellen im peripheren Blut etabliert. Die Aussagekraft des Tests wurde
durch Abgleich mit funktionellen Tests und klinischen Daten u¨berpru¨ft.
Die Methoden zur Herstellung und Bewertung der CMV-spezifischen T-Zellen sollen ein-
fach durchfu¨hrbar sein, um ein breite Anwendung zu gewa¨hrleisten. Deshalb wurden im
Rahmen der Arbeit, neben der Optimierung des Aufreinigungsverfahrens mittels Zytokin-
sekretionstest, auch nicht radioaktive Tests fu¨r Proliferations- und Zytotoxizita¨tsmessun-
gen aufgebaut und mit Prima¨rzellen und einer Zelllinie getestet.
Eines der immundominanten Proteine des CMV ist pp65, ein Tegumentprotein, welches
gut charakterisiert und auch als rekombinantes Protein verfu¨gbar ist. Da das pp65 nicht
das einzige immunogene Protein aus dem Cytomegalievirus ist, wurden Stimulations-
versuche mit pp65 im Vergleich zu Viruslysat durchgefu¨hrt. Die Zusammensetzung der
angereicherten Zellfraktionen wurde mit Durchflusszytometrie genauer untersucht. Um
die Stimulation von virusspezifischen T-Zellen in seropositiven Spendern zu verbessern,
wurden weitere, potentiell immunogene Proteine des CMV aus der Literatur ausgewa¨hlt,
kloniert und ihre Expression in Insektenzellen angestrebt. Von den 8 ausgewa¨hlen Pro-
teinen konnte fu¨r 5 erfolgreich cDNA kloniert werden, fu¨r 2 der Konstrukte wurde eine
Expression nachgewiesen. Nach Modifikation des Aufreinigungsprotokolls ist bald eine
Produktion dieser Proteine und die Austestung ihrer Stimulationswirkung mo¨glich.
Schlagwo¨rter: adoptiver Immuntransfer, Cytomegalievirus (CMV), T-Zellen
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Summary
The thesis “Enrichment of antigen-specific T-cells for adoptive immune-transfer using
CMV-infection as an example” deals with enrichment, characterisation and therapeutic
use of antigen-specific T-cells. The aims of this study were to (1) establish an assay to
select and monitor patients, (2) test and optimise the cytokine secretion assay (in small
scale), (3) define the qualitative features of the enriched cells and establich assays to check
this features (in clinical scale) and (4) optimise the in vitro stimulation of virus-reactive
T-cells by production of new antigens.
In addition to graft rejection and graft-versus-host-disease (GvHD), opportunistic infec-
tions following the necessary immunosuppression are a major problem after solid organ
or stem cell transplantation (SCT). In particular cytomegalovirus (CMV) contributes
significantly to morbidity and mortality after SCT. As CMV is widely spread and well
characterised it is suitable as a model.
A flow-cytometry-based assay was established to better understand restoration of CMV-
immunity and to predict the risk of (recurrent) reactivations for each patient. The flow-
cytometry data were checked against functional assay data and clinical data to evaluate
whether our flow-cytometry assay can be predictive with regard to the patient’s risk to
reactivate CMV.
In general, if a method is to have broad usefulness for clinical prediction of CMV reactiva-
tion or treatment of CMV reactivation, it is important that the method is easy to establish
and easy to adapt for testing of various antigens. Therefore, in addition to optimisation
of the cytokine secretion assay for purification of the cells, non-radioactive assays were
tested to evaluate the functionality of enriched cells.
One immuno-dominant protein of CMV is the phosphorylated tegument protein encoded
in ul83, the pp65. Apart from this, CMV contains other immunogenic proteins such as
IE-1 or glycoprotein B. Stimulation with pp65 was compared to stimulation with viral
lysate, and the composition of the enriched cytokine secreting cells was analysed. Since
not every CMV-seropositive person responds to stimulation with pp65, a set of 8 additio-
nal potential immunogenic proteins was chosen from the literature. In order to optimise
stimulation of CMV-reactive T-cells in vitro, we attemted to express these proteins in a
baculo-virus-system. cDNAs were successfully cloned for five of the eight selected proteins,
and we have already expressed two of these constructs. After some modifications in the
purification protocol, production of this proteins will soon be possible and they will be
tested for stimulation of CMV-reactive T-cells.
Keywords: adoptive immune-transfer, cytomegalovirus (CMV), T-cells
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1 Einleitung
1.1 U¨berblick u¨ber das Immunsystem
1.1.1 Ha¨matopoese
Die Blutbildung (Ha¨matopoese) findet im Knochenmark (KM) statt und geht auf die
pluripotente ha¨matopoetische Stammzelle zuru¨ck. Diese Zellen sind sehr selten, scha¨t-
zungsweise 1 in 20 Millionen Zellen des Knochenmarks [1]. Aus den Stammzellen entwi-
ckeln sich die Vorla¨ufer fu¨r die myeloiden und lymphathischen Linien. Aus der gemischten
myeloiden Vorla¨uferzelle entwickeln sich rote Blutzellen (Erythrozyten), Blutpla¨ttchen
(Thrombozyten), Monozyten, Makrophagen, Neutrophile, Eosinophile und Basophile, aus
der lymphatischen Vorla¨uferzelle die B-Zellen, T-Zellen und natu¨rlichen Killerzellen (vgl.
Abb.1.1, S. 2). Nach neuesten Untersuchungen muss die - auch hier gezeigte - Entwicklung
der einzelnen Linien jedoch eventuell korrigiert werden [2]. Die Teilung, Entwicklung und
Reifung der Zellen wird durch verschiedene Wachstumsfaktoren gesteuert, dazu geho¨ren
z. B. Erythropoetin oder G-CSF. Die Leukozyten sind Teil des Immunsystems, sie schu¨tzen
vor Viren, Bakterien und Toxinen. Es gibt dabei zwei große Gruppen von Abwehrmecha-
nismen, die angeborene Immunita¨t und die erworbene bzw. adaptive Immunita¨t.
Wa¨hrend die pluripotente Stammzelle sich sta¨ndig selbst erneuert, haben die ausgereiften
Zellen des peripheren Blutes nur eine beschra¨nkte Lebensdauer, diese reicht von einigen
Stunden (Granulozyten) u¨ber Tage (Erythrozyten) bis hin zu Jahren (Geda¨chtnis-T-Zellen
oder memory-T-Zellen und B-Zellen).
Die Zellen des peripheren Blutes tragen charakteristische Moleku¨le auf der Zelloberfla¨che,
sogenannte CD (engl. cluster of differentiation). So exprimieren alle kernhaltigen Zellen
des Blutes CD45 auf ihrer Oberfla¨che, mobilisierte Stammzellen zeichnen sich durch CD34
und CD133 Expression aus. Mit Hilfe von Antiko¨rpern, die diese Strukturen erkennen,
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der pluripotenten Stammzelle des Knochenmarks und der
daraus entstehenden Zelllinien. Diverse Vorla¨uferzellen ko¨nnen in Kultur durch Koloniebildungstests
identifiziert werden, daher unterteilt man die Vorla¨ufer in verschiedene sogenannte colony-forming units
(CFUs) [1].
ko¨nnen so Zellen z. B. im Durchflusszytometer qualitativ und quantitativ gemessen wer-
den. Bestimmte Zellpopulationen sind selten mit nur einem Marker identifizierbar, viel-
mehr sind Kombinationen von mehreren CDs typisch fu¨r einen bestimmten Zelltyp. Im
Folgenden werden die fu¨r diese Arbeit relevanten Zellen einschließlich ihrer charakteristi-
schen CDs beschrieben, da diese bei den Durchflusszytometeranalysen zur Identifizierung
einzelner Populationen herangezogen werden.
1.1.2 Angeborene Immunita¨t
Die angeborene Immunita¨t umfasst Abwehrmechanismen, die sich gegen konservierte
Strukturen von Pathogenen richten. Sie bildet die erste Abwehrlinie gegen Krankheits-
erreger, die auf Phagozytose beruht und u¨ber die Aktivierung des Komplementsystems
zur Lyse der Zellen fu¨hrt. Angeborene Immunita¨t wirkt durch Makrophagen sowie das
Komplementsystem: sie erkennen z. B. Lipopolysaccharid in den Zellwa¨nden von Bakte-
rien, nehmen die Bakterien auf und beginnen mit der Ausschu¨ttung von Zytokinen, vor
allem Entzu¨ndungsmediatoren. Diese verursachen die typischen Entzu¨ndungssymptome
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(lat. calor, dolor, rubor, tumor ; Wa¨rme, Schmerz, Ro¨tung, Schwellung), weitere Immun-
zellen werden angelockt. Die Zellen der angeborenen Immunita¨t dienen nicht nur der
spontanen Verteidigung des Ko¨rpers, sie bilden durch Aufnahme und Prozessierung von
Antigenen auch die Grundlage fu¨r die adaptive Immunita¨t [3].
1.1.3 Erworbene Immunita¨t
Die angeborene Immunita¨t bietet keinen Schutz vor Viren oder solchen Bakterien, die
ihre Oberfla¨chenmoleku¨le durch Kapselbildung verschleiern. Außerdem ko¨nnen sich die
erkannten Oberfla¨chenstrukturen auf Mikroorganismen schnell vera¨ndern und damit der
angeborenen Immunantwort entziehen. Lymphozyten sind Zellen des adaptiven Immun-
systems, deren hochvariable Oberfla¨chenrezeptoren ihnen die Erkennung und Beka¨mpfung
verschiedenster Antigene ermo¨glichen. Wa¨hrend die angeborene Immunita¨t konservierte
Antigene z. B. in Form bestimmter Kohlenhydrate erkennt, sind die Zielstrukturen er-
worbener Immunita¨t meist Proteinantigene. Je nach Wirkmechanismus spricht man bei
der erworbenen Immunita¨t von humoraler und zellula¨rer (adaptiver) Immunita¨t. Bei den
Mechanismen der zellula¨ren Immunita¨t werden intrazellula¨re und exogen aufgenommene
Antigene u¨ber den major histocompatibility complex (MHC) bzw. das humane Leuko-
zytenantigen (HLA) (siehe 1.1.4, S. 8 und 1.1.5, S. 9) an Lymphozyten pra¨sentiert, dies
schließt die Erkennung ko¨rpereigener Zellen, entarteter Zellen und infizierter Zellen ein.
Die Benennung MHC bzw. HLA begru¨ndet sich in der Entdeckung des fu¨r sie kodierenden
Genclusters im Zusammenhang mit der Immunantwort auf transplantierte Gewebe.
Jeder Lymphozyt kann nur ein bestimmtes Antigen, d. h. einen kleinen Teilbereich ei-
nes Proteins erkennen, sein sogenanntes Epitop, eine kurze Peptidkette. Die Gestalt der
Epitop-bindenden Oberfla¨chenrezeptoren wird durch mehrere Gensegmente kodiert, diese
erzeugen durch verschiedene Kombination der Allele und Mutationen in den Antigen-
bindenden Bereichen eine große Vielfalt von unterschiedlichen Oberfla¨chenrezeptoren auf
Lymphozyten, die alle jeweils ein bestimmtes Antigen erkennen. Zellen, die ko¨rpereige-
ne Epitope erkennen, ko¨nnen nicht ausreifen (Selbsttoleranzu¨berpru¨fung). Zirkulierende
Lymphozyten, die ein passendes Antigen treffen, beginnen mit einer klonalen Expansion,
und produzieren somit viele, aktivierte Zellen [3]. Nach Ablauf einer Immunreaktion ver-
bleiben die Geda¨chtnis-Zellen und fu¨hren im Falle einer Restimulation mit ihrem Antigen
zu einer raschen, neuerlichen klonalen Expansion.
3
Kapitel 1. Einleitung
1.1.3.1 V-D-J-Rekombination
Die antigenbindenden Rezeptoren der Lymphozyten, sowohl der Rezeptor der T-Zellen
(vgl. 1.1.3.3) als auch die Antiko¨rper (membransta¨ndig oder sezerniert) der B-Zellen (vgl.
1.1.3.2), werden durch mehrere Gensegmente codiert. Die Gensegmente fu¨r die variablen,
antigenbindenden Bereiche werden bei der V-D-J-Rekombination zufa¨llig zusammenge-
fu¨gt und erzeugen so eine große Vielfalt an Rezeptoren. Das “V” steht fu¨r variabel, die
Segmente aus diesem Bereich werden im ersten Rekombinationsschritt zusammengefu¨gt,
dann werden die diversity Segmente eingefu¨gt. Das “J” steht fu¨r joining, dieser Bereich
liegt zwischen variablem und konstantem Bereich der leichten Kette, die Gensegmente
dieses Bereichs werden als letztes rekombiniert. Danach wird die RNA gespleißt und als
reife mRNA translatiert. Die Abbildung 1.2, S. 4 gibt einen U¨berblick u¨ber die V-D-J-
Rekombination. Der fertige Rezeptor besteht dann aus 2 schweren und 2 leichten Ketten,
die jeweils einen konstanten und einen variablen Bereich haben.
Abbildung 1.2: Schema des Ablaufs der V-D-J-Rekombination [3].
1.1.3.2 B-Lymphozyten
B-Lymphozyten bzw. B-Zellen sind wichtig bei der humoralen Immunantwort, also bei
Antigenabwehr in Ko¨rperflu¨ssigkeiten (Blut, Lymphe, Speichel). Die B-Zellen wurden zu-
erst bei Vo¨geln entdeckt und erhielten die Bezeichnung B-Zelle aufgrund ihrer Entstehung
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in der Bursa Fabricii. Naive B-Zellen stammen beim Menschen aus dem Knochenmark,
daher wurde die Bezeichnung B-Zelle hier nachtra¨glich mit bone marrow assoziiert. Die
B-Zellen produzieren Y-fo¨rmige Antiko¨rpermoleku¨le, deren Arme (Fab - engl. fragment
antigen binding) haben variable Epitopbindungsstellen und der konstante Fuss (Fc - engl.
fragment constant) vermittelt den Kontakt zwischen gebundenem Pathogen und z. B. einer
Fresszelle (Makrophagen o. a¨.) mittels deren Fc-Rezeptor. Abbildung 1.3 zeigt schematisch
den Aufbau eines Antiko¨rpers.
Die produzierten Antiko¨rper liegen zuna¨chst in gebundener Form (IgM) als B-Zell-
Rezeptor auf der Oberfla¨che der B-Zelle vor. Durch Kontakt mit ihrem Antigen reifen
B-Zellen weiter und passen die sogenannten hypervariablen Regionen, die fu¨r die Erken-
nung des Antigens zusta¨ndig sind, durch Genmutationen den vorliegenden Strukturen an,
diesen Vorgang nennt man Affinita¨tsreifung. Je nach Antigen und Lokalisation der B-Zelle
wird nach der Reifung statt den niedrig-affinen IgM-Antiko¨rpern, die zur Erho¨hung der
Avidita¨t als Pentamere vorliegen, z. B. IgA (Speichel, Darm) oder IgG (Plasma, Gewebe)
produziert. Diese Antiko¨rper sind in der Lage, das jeweilige Antigen mit extrem hoher Af-
finita¨t zu binden. Im Zuge der Rearrangierung der Antiko¨rpergene reifen die pra¨-B-Zellen
zu Plasmazellen, diese enddifferenzierten Zellen sind dann fu¨r die Antiko¨rperproduktion
zusta¨ndig.
Abbildung 1.3: Schema eines Antiko¨rpermoleku¨ls.
1.1.3.3 T-Lymphozyten
Die T-Lymphozyten oder T-Zellen vermitteln die sogenannte zellula¨re Immunantwort,
sie reifen im Thymus. Wie bei den B-Zellen wird der variable, Antigen-erkennende Be-
reich durch V-D-J-Rekombination zusammengesetzt und eine große Anzahl verschiedener
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Spezifita¨ten erzeugt. Alle T-Zellen werden wa¨hrend der Reifung auf Bindungsfa¨higkeit
und auf Selbsttoleranz u¨berpru¨ft, d. h. eine T-Zelle, die kein MHC bindet, entwickelt sich
nicht weiter, sondern stirbt ab, genau wie solche, die auf ein mit normalen Autoantigenen
beladenes MHC-Moleku¨l reagieren. So gelangen nur T-Zellen zur Reifung, die Fremdan-
tigene oder entartete Autoantigene (z. B. Tumorzellen) erkennen [4]. Die naiven T-Zellen
werden durch Kontakt mit dem passenden Antigen, das ihnen z. B. von dendritischen
Zellen (DC) oder Monozyten pra¨sentiert wird, aktiviert und proliferieren. Dabei machen
die einzelnen T-Zellklone eine Affinita¨tsreifung durch. Anders als bei B-Zellen ko¨nnen T-
Zellen den TCR nicht mehr so stark variieren, wie die B-Zellen das Antiko¨rpermoleku¨l.
Aktivierte T-Zellen nehmen als Effektorzellen Einfluss auf andere Zellen, so to¨ten zyto-
toxische T-Zellen virusinfizierte Zellen ab, T-Helferzellen unterstu¨tzen die Immunantwort
durch Sekretion immunmodulatorischer Zytokine, regulatorische T-Zellen kontrollieren
die Immunreaktion. Nachdem ein Infekt erfolgreich beka¨mpft wurde, nimmt die zuna¨chst
gestiegene Anzahl der antigenspezifischen T-Zellen wieder ab, ein Teil wird zu Geda¨cht-
niszellen, die dauerhafte Immunita¨t gegen das Antigen vermitteln. Der Kontakt zwischen
T-Zelle und der antigenpra¨sentierenden Zelle (APZ bzw. engl. APC) wird durch den T-
Zell-Rezeptorkomplex (TCR) und ein MHC-Moleku¨l (siehe dazu 1.1.4, S. 8 sowie 1.1.5,
S. 9) auf der APC sowie durch kostimulatorische Elemente wie CD28 / B-7 vermittelt.
Abbildung 1.4: Schema des T-Zell-Rezeptors [4].
Der T-Zellrezeptor besteht aus einer α- und einer β-Kette, diese sind u¨ber eine Disul-
fidbru¨cke miteinander verbunden. Jede Kette besitzt einen cytoplasmatischen Schwanz,
6
1.1. U¨berblick u¨ber das Immunsystem
eine Transmembrandoma¨ne, ein extrazellula¨res Segment, an dem die Disulfidbru¨cke aus-
gebildet wird, sowie eine konstante und eine variable Doma¨ne. Die beiden nebeneinan-
der gelagerten variablen Doma¨nen bilden die Antigenbindungsstelle. Neben dem varia-
blen T-Zellrezeptor liegen invariante Signalproteine, CD3γ, CD3δ und CD3, diese tragen
am cytoplasmatischen Schwanz eine ITAM (engl. immunoreceptor tyrosine-based acti-
vation motif ) Region. In der Transmembranregion der T-Zellrezeptor α- und β-Kette
sind 2 ζ-Ketten verankert, diese tragen je 3 weitere ITAM. Insgesamt hat also jeder T-
Zellrezeptorkomplex 10 ITAMs. Die Abbildung 1.4, S. 6 zeigt schematisch den Aufbau des
TCR.
Alle T-Zellen tragen im T-Zellrezeptorkomplex CD3. Die Subtypen werden durch CD4,
CD8 und andere Marker definiert. CD4 ist der Co-Rezeptor fu¨r das MHC-II-Moleku¨l,
es findet sich auf etwa zwei Dritteln der peripheren T-Zellen, außerdem auf Makropha-
gen und Monozyten. CD8 ist der Co-Rezeptor fu¨r das MHC-I-Moleku¨l, ca. ein Drittel
der peripheren T-Zellen exprimiert ihn. T-Zellen haben zytotoxisch-lytische, stimulieren-
de, kontrollierende (regulatorische T-Zellen; CD4+CD25+FoxP3+) und veto (CD8+CD6=)
Eigenschaften. Die zytotoxischen T-Zellen lysieren entartete oder infizierte Zellen, um sie
aus dem Ko¨rper zu entfernen. U¨ber den T-Zell-Rezeptor bindet die T-Zelle an ein MHC-
Moleku¨l der Zielzelle, in dem ein bestimmtes Epitop pra¨sentiert wird (zur Epitopherkunft
siehe 1.1.4, S. 8 und zum MHC 1.1.5, S. 9). Erkennt eine zytotoxische T-Zelle ihr Antigen,
schu¨ttet sie IL-2, IFN-γ, Granzym B und Perforin aus, dadurch wird die Apoptose der
Zielzelle induziert.
1.1.3.4 Natu¨rliche Killerzellen
Im Gegensatz zu T-Zellen wird die zytotoxische Wirkung von Natu¨rlichen Killerzellen
(NK) nicht u¨ber den Kontakt mit einem MHC-Moleku¨l vermittelt. NK-Zellen werden
gehemmt, wenn sich MHC-I auf der Oberfla¨che einer Zielzelle befindet. Tra¨gt eine Zelle
jedoch keine oder zu wenig MHC-I-Moleku¨le auf der Oberfla¨che, kann sie von NK-Zellen
angegriffen und zersto¨rt werden. Dieser Mechanismus dient der Vernichtung von Zellen,
die durch Mutation oder nach Infektion mit einem Virus keine MHC-I-Pra¨sentation mehr
vornehmen. Viele Viren z. B. auch das Cytomegalievirus (siehe 1.3, S. 19) unterdru¨cken
Beladung und Pra¨sentation von MHC-Moleku¨len auf der Zelloberfla¨che, daher sind NK-
Zellen fu¨r eine funktionierende Immunabwehr sehr wichtig [3].
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1.1.3.5 Dendritische Zellen
Dendritische Zellen (DC) prozessieren und pra¨sentieren Antigene fu¨r B- und T-Zellen.
DC ko¨nnen am Anfang ihrer Entwicklung besonders gut Antigene aufnehmen, zu die-
sem Zeitpunkt tragen sie wenig MHC-II auf der Zelloberfla¨che; sie sind noch positiv fu¨r
CD14 (typischer Monozytenmarker). Im Zuge der Reifung vera¨ndern sich die Oberfla¨chen-
marker der DC, die Fa¨higkeit zur Antigenaufnahme nimmt ab, dafu¨r werden zahlreiche
MHC-Peptid-Komlexe auf der Oberfla¨che pra¨sentiert; reife DCs sind negativ fu¨r CD14,
hochpositiv fu¨r HLA-DR, CD83 und CD86.
1.1.4 Antigenpra¨sentation
Das MHC (engl. major histocompatibility complex ) oder HLA (engl. human leucocyte
antigen) ist fu¨r die Pra¨sentation von Antigenen zusta¨ndig. Alle Zellen pra¨sentieren un-
abha¨ngig von Infektionen Antigene auf ihrer Oberfla¨che, dabei werden Antigene (bzw.
die Epitope daraus) aus dem Intrazellularraum u¨ber MHC-I pra¨sentiert, solche aus dem
Extrazellularraum, die u¨ber Vesikel in die Zelle aufgenommen werden, u¨blicherweise u¨ber
MHC-II (vgl. Tab. 1.1, S. 8).
Pathogen/
Prozessierung
cytosolische
Pathogene
cross-
presentation
von exogenen
Antigenen
intravesikula¨re
Antigene
extrazellula¨re
Pathogene
und Toxine
Spaltung Zytosol Zytosol (durch
Retrotransloca-
tion)
endozytische
Vesikel
(niedriger pH)
endozytische
Vesikel
(niedriger pH)
Peptid bindet an MHC-Klasse-I MHC-Klasse-I MHC-Klasse-II MHC-Klasse-II
Pra¨sentation CD8+
T-Effektorzelle
naive CD8+
T-Zelle
CD4+
T-Effektorzelle
CD4+
T-Effektorzelle
Effekt auf
pra¨sentierende
Zelle
Zelltod die
pra¨sentierende
Zelle,
u¨blicherweise
eine DC,
aktiviert die
CD8+ T-Zelle
Aktivierung,
intravesikula¨re
Bakterien und
Parasiten zu
to¨ten
Aktivierung der
Ig-Sekretion
durch B-Zellen
zur
Eliminierung
extrazellula¨rer
Bakterien oder
Toxine
Tabelle 1.1: U¨berblick u¨ber die Pra¨sentation von zytosolischen und vesikula¨ren Antigenen
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Das MHC-I-Moleku¨l wird im endoplasmatischen Reticulum (ER) zusammengesetzt. Die
Peptidketten zur Beladung des MHC-I werden von einem Heterodimerenkomplex aus den
Proteinen TAP-1 und TAP-2 (engl. transporters associated with antigen processing) ins
ER transportiert. Zuvor werden die Quellproteine vom Proteasom degradiert. Die Ex-
pression von MCH-I und den TAP-Moleku¨len sind durch Interferone induzierbar, genauso
bestimmte Untereinheiten im Proteasom, diese substituieren dann konstitutiv vorhandene
Untereinheiten [5], [6], [7], [8], [9]. Das Proteasom kann dadurch in 2 Zusta¨nden vorlie-
gen: als konstitutives Proteasom in allen Zellen, oder als induzierbares Immunproteasom.
Das Immunproteasom in Interferon-stimulierten Zellen schneidet Polypeptide eher nach
hydrophoben als nach sauren Resten, die so entstehenden Peptide werden bevorzugt vom
TAP-Apparat transportiert und vom MHC-I gebunden. Bei der sogenannten Kreuzpra¨-
sentation (engl. cross-presentation) werden exogene bzw. vesikula¨re Antigene auf dem
MHC-I pra¨sentiert [10], [11]. Dies wird durch einen Prozess mo¨glich, der sich retrogra-
de Translokation nennt. Dabei werden Proteine, die im ER waren, wieder ins Cytosol
zuru¨cktransportiert .
Die Peptide zur Beladung des MHC-II werden in sauren endozytischen Vesikeln erzeugt.
Das MHC-II wird ebenfalls im ER zusammengefu¨gt, an die neu erzeugten MHC-II-
Moleku¨le wird eine invariante Kette gebunden, um die Bindung von Peptiden zu ver-
meiden. Erst wenn die MHC-II-Moleku¨le in ein saures Vesikel gewandert sind, werden
ihre Peptidbindungsstellen freigegeben [4].
1.1.5 Das HLA-System
Die Transplantation von Stammzellen und Organen wa¨re ohne Kenntnis des HLA-Systems
nicht mo¨glich. Um Komplikationen wie die Graft-versus-Host-Erkrankung (GvHD; siehe
1.2.3.2, S. 18) oder Transplantatabstoßung zu vermeiden, werden Spender und Empfa¨n-
ger HLA-typisiert. Je gro¨ßer die U¨bereinstimmung, desto besser die Erfolgschancen der
Transplantation. Das als MHC- bzw. HLA-Region bezeichnete Gencluster auf dem kurzen
Arm des Chromosoms 6 kodiert fu¨r die Klasse I Antigene HLA-A, -B und -C (MHC-I),
sowie fu¨r die Klasse II Antigene HLA-DR, -DQ und -DP (MHC-II).
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Abbildung 1.5: Aufbau des MHC-I-Moleku¨ls [12].
Die beiden HLA-Klassen unterscheiden sich in Moleku¨lgestalt und Vorkommen: Klasse I
Antigene sind auf fast allen kernhaltigen Zellen zu finden, sie bestehen aus einer α-Kette
mit 3 Doma¨nen und einer Transmembranregion und sind mit dem β2-Mikroglobulin as-
soziiert (vgl. Abb. 1.5). Klasse II Antigene finden sich auf B-Zellen, Monozyten, Makro-
phagen und aktivierten T-Zellen, sie bestehen aus einer α-Kette und einer β-Kette mit je
2 Doma¨nen und Transmembranregion.
Nomenklatur Bedeutung
HLA die HLA-Region und Prefix fu¨r ein HLA-Gen
HLA-DRB1 ein bestimmter HLA Locus/Genort, hier DRB1
HLA-DRB1*13 eine Gruppe von Allelen die das DR13 Antigen kodieren
HLA-DRB1*1301 ein spezifisches HLA Allel
HLA-DRB1*1301N ein Null-Allel
HLA-DRB1*130102 ein Allel, das sich durch eine synonyme Mutation unterscheidet (stille Mutation)
HLA-DRB1*13010102 ein Allel mit einer Mutation außerhalb des kodierenden Bereiches
(Intronpolymorphismus)
HLA-A*2409N ein Null-Allel
HLA-A*3014L ein Allel, das fu¨r ein Protein mit signifikant reduzierter oder niedriger (engl. low)
Pra¨sentation an der Zelloberfla¨che kodiert
HLA-A*24020102L ein Allel mit einer Mutation außerhalb der kodierenden Region, das fu¨r ein Protein mit
signifikant reduzierter oder niedriger (engl. low) Pra¨sentation an der Zelloberfla¨che
kodiert
HLA-B*44020102S ein fu¨r ein nur als sezerniert (engl. secreted) vorkommendes Protein kodierendes Allel
HLA-A*3211Q ein Allel, fu¨r das gezeigt wurde, das die Mutation keinen Einfluss auf die
Oberfla¨chenpra¨sentation haben sollte, dies aber noch fragwu¨rdig (engl. questionable) ist
Tabelle 1.2: HLA-Nomenklatur am Beispiel verschiedener HLA-DRB1 und HLA-A Subtypen
Bei der Typisierung werden mittels PCR die einzelnen 6 HLA-Typen bestimmt, die Anga-
be des HLA-Typs erfolgt in unterschiedlichen Formaten: bei der Bezeichnung HLA-A*0201
geben die ersten 2 Stellen (engl. digits) den Typ des Alleles an, die folgenden 2 den Subtyp.
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HLA-A2 umschreibt alle HLA-A2-Allele von HLA-A*0201 bis HLA-A*0230. Die Tabel-
le 1.2, S. 10 gibt einen U¨berblick u¨ber die HLA-Nomenklatur. Die Liste der bekannten
HLA-Subtypen wa¨chst sta¨ndig. Der ha¨ufigste HLA-A-Typ in Europa ist HLA-A*02.
1.2 Knochenmark- und Blutstammzelltransplantationen
1.2.1 Anwendungsgebiete
Die Knochenmark- und Blutstammzelltransplantation (engl. hematopoietic stem cell
transplantation, HSCT) wird hauptsa¨chlich zur Behandlung von Leuka¨mien durchgefu¨hrt.
Sie kann aber auch nach starken Scha¨digungen des Knochenmarks (Strahlenunfa¨lle) oder
bei bestimmten Autoimmunerkrankungen indiziert sein. Die Tabelle 1.3, S. 11 gibt einen
U¨berblick u¨ber die Indiktionen fu¨r eine Stammzelltransplantation.
Allogen Autolog
akute lymphoblastische/myeloische Leuka¨mie Hodgkin und non-Hodgkin Lymphome
andere maligen Erkankungen Multiple Myelome
des Knochenmarks (z. B. Myelodysplasie, akute und chronische Leuka¨mien
Multiple Myelome, Lymphome, chronische schwere Autoimmunerkrankungen
lymphatische Leuka¨mie) Amyloidose
schwere aplastische Ana¨mie kombiniert mit Gentherapie bestimmter
vererbte Erkrankungen (z. B. Sichelzellana¨mie) genetisch bedingter Erkrankungen
andere erworbene, schwere
Knochenmarkserkrankungen
(z. B. Adenosindeaminasedefizienz)
Tabelle 1.3: Indikationen fu¨r Stammzelltransplantation [1]
In Deutschland blieb die Anzahl der Leuka¨mieerkrankungen in den letzten Jahren etwa
konstant, so erkranken pro Jahr ca. 10250 Menschen neu an Leuka¨mie, davon sind der
gro¨ßere Teil Ma¨nner (5500), das mittlere Erkrankungsalter liegt bei ca. 63 Jahren [13].
1.2.1.1 Definition der Leuka¨mie und allgemeine Informationen
Leuka¨mie bezeichnet allgemein eine bo¨sartige Erkrankung aller blutbildenden Organe des
Ko¨rpers. Dabei ist das Gleichgewicht zwischen Zellneubildung und Zellsterben durch Aus-
fallen bestimmter Tumor-Supressoren und Aktivierung von Onkogenen gesto¨rt. Genetische
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Scha¨den, die mit der Entstehung von Leuka¨mien assoziiert sind, fu¨hren zu Vera¨nderun-
gen in Schlu¨sselschritten der Zellbiochemie: (1) einer erho¨hten Proliferationsrate, (2) einer
verminderten Apoptose und (3) einer Blockade der Zelldifferenzierung. Der Ko¨rper wird
mit unreifen Leuka¨miezellen, sogenannten Blasten, u¨berschwemmt. Die sich unkontrolliert
teilenden Blasten verdra¨ngen die gesunden Zellen, die so ihre Funktion nicht mehr aus-
u¨ben ko¨nnen. Daraus ergeben sich typische Symptome: zu wenig Erythrozyten fu¨hren zu
Ana¨mie und allgemeiner Leistungsminderung, das Absinken der Thrombozytenzahl kann
zu vermehrten Blutungen fu¨hren, ein Ausfall der Lymphozyten begu¨nstigt ha¨ufige und
schwere Infektionen.
Auftreten, Verlauf, Prognose und Therapie sind je nach Leuka¨mie unterschiedlich. Man
unterscheidet zwischen akuten und chronischen Leuka¨mien sowie zwischen lymphatischen
und myeloischen, wobei das erste Begriffspaar den Krankheitsverlauf, das andere den Ur-
sprung der malignen Zellen beschreibt, damit ergeben sich die 4 Grundtypen: ALL, AML,
CLL und CML. Akute Leuka¨mien (lymphatisch oder myeloisch) sind aggressiv verlaufende
Erkrankungen, ohne Behandlung fu¨hren sie innerhalb weniger Wochen zum Tod. Akute
Leuka¨mien sind durch Symptome wie Luftnot oder vermehrte Infekte gekennzeichnet.
Chronische Leuka¨mien werden hingegen meist zufa¨llig diagnostiziert, da anfangs kaum
Symptome auftreten.
1.2.1.2 ALL
Die akute lymphatische Leuka¨mie ist die ha¨ufigste Leuka¨mie bei Kindern, im Alter von 3
bis 7 Jahren ist die Inzidenz am Ho¨chsten und fa¨llt bei 10 Jahren stark ab. Ab einem Alter
von 40 Jahren steigt sie wieder an. Die Pathogenese ist unterschiedlich. Cytogenetische
Analysen zeigen unterschiedliche Muster bei Kindern und Erwachsenen, die Einzelfa¨lle
werden nach der Chromosomenanzahl und spezifischen molekularen Abnormalita¨ten der
Tumorzelle beurteilt. Wa¨hrend bei hyperploiden Zellen (u¨ber 50 Chromosomen) die Pro-
gnose gut ist, haben hypoploide Fa¨lle meist eine schlechte Prognose. Grundsa¨tzlich werden
im Kindesalter akute Leuka¨mien mit Radio- und Chemotherapie behandelt, bei B-ALL
ko¨nnen auch kurze, hochdosierte Gaben von Anti-B-Zell-Medikamenten (z. B. Rituximab)
genu¨gen. Bei Erwachsenen wird bei Vorhandensein eines Spenders nach vorausgehenden
Chemotherapiezyklen zur Reduktion der Zellzahlen eine Stammzelltransplantation ange-
strebt.
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1.2.1.3 AML
Die akute myeloische Leuka¨mie ist die ha¨ufigste akute Leuka¨mieform bei Erwachsenen,
die Inzidenz steigt mit zunehmendem Alter. Bei Kindern tritt AML eher selten auf (10-
15% der Leuka¨mien im Kindesalter). Man unterscheidet zwischen einer prima¨ren AML,
die sich de novo entwickelt, und einer sekunda¨ren AML, die sich aus einer Vorerkrankung
wie z. B. einem Myelodysplastischen Syndrom (MDS) entwickeln kann. Prima¨re und se-
kunda¨re AML haben unterchiedliche Ursachen und Prognosen. Einer AML liegen ha¨ufig
bestimmte Chromosomenvera¨nderungen zu Grunde (z. B. internale tandem repeats von
FLT-3, inv(16) und t(8; 21)). AML mit normalen Karyotyp tragen oft Mutationen (z. B.
im Nucleophosmin (NPM) Gen). Je nach AML-Typ ko¨nnen ca. 50% der Patienten bis 70
Jahre dauerhaft geheilt werden, in der Altersgruppe u¨ber 70 Jahren ko¨nnen unter 10%
langfristig geheilt werden. Die Therapie a¨hnelt der der ALL.
1.2.1.4 CML
Die chronisch myeloische Leuka¨mie kann in jedem Alter auftreten, sie trifft aber meistens
Menschen ab dem 50. Lebensjahr, auch hier ist wie bei der AML die Anzahl der mye-
loischen Zellen krankhaft erho¨ht, allerdings sind die Zellen weiter ausgereift. Die CML
machen etwa 15% aller Leuka¨mien aus. 95% der CML-Patienten sind positiv fu¨r das
sogenannte Philadelphiachromosom, welches zytogenetisch oder mit PCR nachgewiesen
werden kann. Das Philadelphiachromosom ist das Ergebnis der t(9; 22)(q34;q11) Trans-
lokation zwischen den Chromosomen 9 und 22, wobei Teile des Protoonkogens c-abl mit
dem bcr Gen auf dem Chromosom 22 verbunden werden, es entsteht das 210 kDa Fusions-
protein Bcr-Abl, das eine konstitutive Tyrosinkinaseaktivita¨t hat. Das fu¨r die unkontrol-
lierte Zellproliferation verantwortliche Bcr-Abl ist Zielprotein des Medikaments Imatinib
(hemmt kompetitiv die Bindung von ATP), daher wird heute vorerst mit diesem Medika-
ment behandelt, was die Krankheit langfristig kontrolliert und zur Remission bringt. Die
einzige Heilungsmo¨glichkeit fu¨r CML ist eine HSCT, allerdings wird diese nur in ju¨ngerem
Lebensalter und bei Versagen der Imatinib-Therapie durchgefu¨hrt.
1.2.1.5 CLL
Mehrere Krankheiten sind in der Gruppe der chronischen lymphatischen Leuka¨mien zu-
sammengefasst, ihnen ist die Anreicherung reifer T- oder B-Lymphozyten im Blut gemein,
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die chronische, persistierende Lymphozytose. Die Subgruppierung erfolgt u¨ber Morpholo-
gie, Immunpha¨notyp und Zytogenetik. Die Unterscheidung zwischen CLL und Lympho-
men ist oft willku¨rlich. Die Tabelle 1.4, S. 14 fasst die unterschiedlichen Erkrankungen in
der Gruppe der CLL zuzsammen. Im Allgemeinen sind die Erkrankungen nicht heilbar
und haben chronische, wechselhafte Verla¨ufe.
B-Zell T-Zell
Chronische lymphatische Leuka¨mien
Chronische lymphatische Leuka¨mie (CLL) große granula¨re lymphozyta¨re Leuka¨mie
Prolymphozyta¨re Leuka¨mie (PLL) T-Zell prolymphozyta¨re Leuka¨mie (T-PLL)
Haarzell Leuka¨mie (engl. hairy cell, HCL)
Plasmazell Leuka¨mie
Leuka¨mie/Lymphom Syndrome
Milz Lymphome mit villeusen Leukozyten Sezary Syndrom
Follikula¨re Lymphome T-Zell Leuka¨mien/Lymphome bei Erwachsenen
Mantelzell Lymphome Großzellige Lymphome
Lymphoplasmazyta¨re Lymphome
Großzellige Lymphome
Tabelle 1.4: Klassifizierung der chronischen lymphatischen Leuka¨mien und der Leuka¨mie- und
Lymphom-Syndrome [1]
1.2.2 Ablauf einer Stammzelltransplantation
1.2.2.1 Spendersuche
Die HSCT ist die einzige kurative Maßnahme bei Erwachsenen, die zu einer dauerhaften
Heilung fu¨hrt. Es gibt die Mo¨glichkeit einer autologen oder allogenen Transplantation.
Bei der autologen Transplantation erha¨lt der Patient seine eigenen, zuvor gesammelten
Stammzellen zuru¨ck, nachdem ein Großteil der malignen Zellen aus dem Ko¨rper entfernt
wurde. Bei der allogenen Transplantation stammen die Zellen von einem anderen Men-
schen (Ausnahme: identischer Zwilling: syngen). Dabei unterscheidet man zwischen MRD
(engl. matched related donor - passender verwandter Spender) - die Chance auf einen
passenden Spender in der Familie liegt bei etwa 30%, MUD (engl. matched unrelated
donor - passender nicht-verwandter bzw. fremder Spender) und MMUD bzw. MMRD
(engl. mismatched (un)related donor - nicht-passender (nicht-)verwandter Spender). Bei
der haploidenten Transplantation stimmt nur die Ha¨lfte des Chromosomensatzes u¨berein.
Es gibt weltweit Spenderdateien in denen u¨ber 10 Millionen freiwillige Spender registriert
14
1.2. Knochenmark- und Blutstammzelltransplantationen
sind. Außer dem HLA-Typ bzw. dem MHC (vgl. 1.1.5, S. 9) sind bei der Spenderauswahl
auch Faktoren wie das Alter, das Geschlecht und der CMV-Serostatus von Bedeutung.
1.2.2.2 Konditionierung
Die Konditionierung umschreibt die Vorbereitung des Patienten auf eine Transplantation,
dabei wird eine hochdosierte Chemotherapie eventuell in Kombination mit einer Ganz-
ko¨rperbestrahlung (engl. total body irradiation - TBI) gegeben, um die Leuka¨miezellen
stark zu reduzieren. Außerdem muss das Immunsystem des Patienten ausgeschaltet wer-
den, damit die transplantierten Zellen nicht durch die Immunzellen des Wirtes abgeto¨tet
werden (engl. host-versus-graft-reaction).
Eine wichtige Entwicklung bei der Konditionierung in den letzten Jahren ist der Wechsel
von hochdosierten (myeloablativen) und sehr toxischen zu niedrig-dosierten, Toxizita¨ts-
reduzierten Konditionierungsprotokollen. Wa¨hrend bei der myeloablativen Konditionie-
rung hochdosierte Chemotherapie und Bestrahlung das Knochenmark des Empfa¨ngers
vollsta¨ndig abto¨ten und eine hohe Belastung fu¨r den ganzen Ko¨rper bedeuten, zersto¨-
ren nicht-myeloablative Konditionierungen das Knochenmark nicht vo¨llig, dadurch wer-
den konditionierungsbedingte Morbidita¨t und Mortalita¨t gesenkt. Das Ziel der Dosis-
reduzierten Konditionierung ist die Toxizita¨t der Konditionierung zu reduzieren, den-
noch sind manche Protokolle (z. B. “Flamsa”) myeoloablativ, in spa¨teren Phasen nach
der Transplantation werden Lymphozytentransfusionen bzw. DLIs (engl. donor lympho-
cyte transfusion, vgl. 1.2.2.5, S. 16) gegeben, um die Beka¨mpfung der Tumorzellen durch
Spenderzellen – den GvL-Effekt (engl. graft-versus-leukemia) – auszunutzen.
1.2.2.3 Stammzellgewinnung
Stammzellen ko¨nnen aus dem Knochenmark oder dem peripheren Blut gesammelt werden.
Bei Knochenmark als Quelle werden dem Spender unter Narkose ca. 1200 ml Knochen-
mark aus dem Beckenkamm entnommen. Das Knochenmark wird heparinisiert und die
mononuklea¨ren Zellen zur Bestimmung der Ausbeute geza¨hlt, es werden ca. 2 - 4Ö 108
Zellen pro kg Ko¨rpergewicht des Empfa¨ngers beno¨tigt.
Zur Gewinnung von Stammzellen aus dem peripheren Blut wird eine Apharese durchge-
fu¨hrt, dabei wird das Blut durch einen Zellseparierer in kernhaltige Zellen und Erythrozy-
ten aufgetrennt, die weißen Zellen werden gesammelt, die Erythozyten werden zuru¨ckge-
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fu¨hrt. Der Prozess dauert mehrere Stunden. Damit genu¨gend Stammzellen im peripheren
Blut zu finden sind, mu¨ssen sie mobilisiert werden, d. h. sie sollen aus dem Knochenmark
auswandern. Dazu wird G-CSF (engl. granulocyte colony stimulating factor) verabreicht,
typischerweise 10µg pro kg Ko¨rpergewicht pro Tag fu¨r 4 bis 6 Tage. Fu¨r eine Transplan-
tation werden mindestens 2,5Ö106 CD34-positive Zellen pro kg Ko¨rpergewicht beno¨tigt,
eventuell ist mehr als eine Apharese no¨tig, um diese Zellmenge zu gewinnen [1].
1.2.2.4 Prozessierung und Transplantation
Das Transplantat kann vor der Gabe weiter aufgereinigt werden, d.h. bestimmte Zell-
populationen werden angereichert oder abgereichert (depletiert): Es gibt kommerzielle
Systeme zur Anreicherung CD34- oder CD133-positiver Stammzellen. Auch die Depletion
von CD3- und CD19-positiven Zellen wird derzeit untersucht. Diese Maßnahmen sollen
das Risiko einer akuten GvHD (engl. graft-versus-host-disease) vermindern (siehe 1.2.3.2,
S. 18). Bei autologen Transplantaten kann das Transplantat mit Chemotherapeutika oder
Antiko¨rpern behandelt werden, um eventuell verbliebene maligne Zellen zu entfernen.
Die Stammzellen ko¨nnen bis zur Gabe in flu¨ssigem Stickstoff gelagert werden - dies ge-
schieht auch bei autologen Transplantationen, da hier oft die Zellen lange vor der Ru¨ck-
transfusion gewonnen werden. Desweiteren werden Routinetests auf bakterielle und andere
Kontaminationen durchgefu¨hrt. Direkt vor der Gabe wird nochmals die Zusammensetzung
der Zellpopulationen und die Vitalita¨t der Zellen gepru¨ft.
1.2.2.5 Transfusion von Spenderlymphozyten
Die Anreicherung von Stammzellen senkt zwar das GvHD-Risiko, allerdings ergeben sich
dadurch neue Probleme: Der GvL-Effekt ist stark vermindert, da keine Immunzellen im
Transplantat enthalten sind, dies begu¨nstigt auch das Auftreten schwerer rezidivierender
Infekte, auch erho¨ht sich das Risiko einer Transplantatabstoßung. GvL steht fu¨r graft-
versus-leukemia und bezeichnet das Beka¨mpfen der malignen Empfa¨ngerzellen durch die
Immunzellen des Spenders. Daher werden, nachdem ein bestimmter Grad an Chima¨rismus
im blutbildenden System erreicht ist, sogennante DLIs (engl. donor lymphocyte transfusion
- Spender-Lymphozyten-Transfusion) gegeben. Die Lymphozyten tragen zu einer schnel-
leren Immunrekonstitution bei, der durch sie induzierte GvL-Effekt kann entscheidend
fu¨r den Erfolg der Therapie sein. Das Risiko einer DLI ist unter anderem eine GvHD,
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selbst wenn Spender und Empfa¨nger perfekt passen und ein hoher Grad an Chima¨ris-
mus erreicht wurde. Daher wird an der Gabe von modifizierten DLIs geforscht, die sich
mittels eines Suizidgens im Falle einer GvHD ausschalten lassen [14], [15], und es wird
eine Anreicherung von bestimmten, z. B. Virus- oder Leuka¨mie-spezifischen T-Zelllinien,
untersucht.
1.2.3 Komplikationen nach HSCT
Nach HSCT ko¨nnen verschiedene Komplikationen auftreten. Abbildung 1.6 gibt einen
U¨berblick u¨ber den zeitlichen Ablauf einer HSCT und dem Auftreten mo¨glicher Kompli-
kationen. Wa¨hrend in den ersten 2 Wochen nach HSCT vor allem bakterielle Infekte (vgl.
1.2.3.3) auftreten, ko¨nnen virale Infekte/Reaktivierungen bis weit nach Tag +100 Proble-
me bereiten. Eine andere Komplikation ist die graft-versus-host-disease (vgl. 1.2.3.2).
Abbildung 1.6: Zeitlicher Verlauf einer HSCT und Auftreten von Komplikationen; aGvHD = akute
GvHD; cGvHD = chronische GvHD
1.2.3.1 Transplantatabstoßung
Das Transplantat kann unter Umsta¨nden nicht anwachsen und keine neuen Blutzellen
produzieren (graft failure). Bei einer Transplantatabstoßung greifen die verbliebenen Im-
munzellen des Wirtes die Spenderzellen an und to¨ten sie ab. Auch Infektionen ko¨nnen
zu einem entzu¨ndlichen Milieu fu¨hren und die Abstoßung begu¨nstigen, andererseits ko¨n-
nen die transfundierten Stammzellen nicht ausreichend proliferieren, dies kann z. B. auch
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durch eine CMV-Infektion bzw. deren Behandlung verursacht werden. Eine Erho¨hung der
Immunsuppression bzw. ein “Stammzellboost” werden zur Bewa¨ltigung dieser Komplika-
tionen erfolgreich eingesetzt.
1.2.3.2 Graft-versus-host-disease
Die GvHD, graft-versus-host-disease (engl., “Transplantat-gegen-Wirt-Erkrankung”), ist
eine ha¨ufige, manchmal lebensbedrohliche Komplikation nach Stammzelltransplantation.
Die Inzidenz nimmt mit Alter von Spender und Empfa¨nger und mit jeder Art von HLA-
mismatch zu. Hier greifen Immunzellen des Spenders die gesunden Ko¨rperzellen des Emp-
fa¨ngers an. Der Pathophysiologie der GvHD ist noch nicht abschließend gekla¨rt. Prinzipiell
geht man von einem dreischrittigen Prozess aus: (1) Gewebescha¨digung beim Empfa¨nger
durch Radio- und Chemotherapie, (2) Aktivierung von Spenderlymphozyten und deren
Expansion und (3) Einflussnahme zellula¨rer und inflammatorischer Faktoren [16], [17].
Die Symptome reichen von Hautro¨tungen, Ausschlag, Juckreiz, Durchfall etc. bis hin zu
schweren Scha¨digungen der Haut, des Darms, der Leber und Lunge. Man unterscheidet
zwischen der akuten und der chronischen GvHD, von einer akuten GvHD spricht man
wa¨hrend der ersten 100 Tage nach Transplantation. Nach Tag 100 bzw. bei Befall von
Lunge, eventuell auch Leber und einem weniger fulminanten Verlauf, der Muskelfascien
etc. scha¨digt, spricht man von chronischer GvHD (cGvHD). Behandelt wird die GvHD
mit Steroiden, andere immunsuppressive Medikamente (z. B. Cyclosporin) werden zusa¨tz-
lich gegeben, was wiederum zu einem erho¨hten Infektionsrisiko fu¨hrt. Das Ansprechen auf
Steroide ist oft nicht zufriedenstellend [18]. Bei einer schweren GvHD kann die Steroid-
gabe allein nicht ausreichend sein, hier werden Antiko¨rper (wie Antithymozytenglobulin,
anti-IL-2-R-Antiko¨rper etc.) eingesetzt.
1.2.3.3 Infektionen
Infektionen stellen bei Transplantationen besonders in der Phase der Konditionierung so-
wie in den ersten 100 Tagen nach Transplantation eine Gefahr dar. Auch bei fortgesetzter
Immunsuppression des Patienten, z. B. aufgrund einer GvHD, ko¨nnen infektio¨se Kompli-
kationen hinzukommen. Da der Patient vor und ca. 14 Tage nach der Transplantation keine
Immunzellen bildet, ist auch keine Abwehrwirkung gegen Keime vorhanden, Bakterien,
Viren und Pilze ko¨nnen sich ungehindert im Ko¨rper ausbreiten. So stellen auch Keime,
die fu¨r gesunde Personen harmlos sind, eine Gefahr dar. Als Teil der Infektprophylaxe
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werden die Patienten in den besonders kritischen Phasen auf speziellen Stationen isoliert,
es wird besonders auf Hygiene geachtet (Bereichskleidung, Mundschutz etc.), Nahrungs-
mittel mu¨ssen entsprechend ausgewa¨hlt werden (z. B. keine Rohmilch, keine Nu¨sse).
T-Zellen repopulieren langsamer als Granulozyten, daher ist die Gefahr einer Virusre-
aktivierung in dieser Zeit besonders hoch. Bei Auftreten von Fieber werden empirisch
Antibiotika verabreicht, die bei Persistenz des Fiebers angepasst werden. Sind Keime
isoliert und sprechen im Antibiogramm auf die Antibiotika an, wird bei persistierendem
Fieber zusa¨tzlich eine antimykotische Therapie eingeleitet. Virusinfektionen hingegen ko¨n-
nen, besonders im Fall von persistierenden Viren, sehr problematisch sein. Im Wesentli-
chen liegen das Cytomegalievirus (CMV), das Ebstein-Barr-Virus (EBV) und Adenoviren
(ADV) persistierend vor. Wa¨hrend CMV besonders wegen der Darm- bzw. Lungener-
krankung gefu¨rchtet ist und wiederholte CMV-Reaktivierungen aufgrund der teils schwe-
ren Verla¨ufe zur Sterblichkeit nach Transplantation beitragen [19], enstehen im Falle von
EBV zirkulierende, EBV-immortalisierte B-Zellen, die ohne oder bei unzureichender T-
Zell-Kontrolle U¨berhand nehmen ko¨nnen. Obwohl CMV-Reaktivierungen recht gut durch
pra¨emptiven Einsatz von Ganciclovir (GCV) zu kontrollieren sind, kommt es ha¨ufig zur
“Myelosuppression”, einer gefu¨rchteten und unerwu¨nschten Wirkung des GCV [20]. ADV
ko¨nnen zu schweren Hautvera¨nderungen, aber auch zu Lungenscha¨digungen fu¨hren. Bei
der Reaktivierung dieser Viren ist ein Zusammenhang mit der fehlenden T-Zell-Kontrolle
nachweisbar [21], [22], [23].
1.3 Cytomegalie als Modell
1.3.1 Das Cytomegalievirus
Das Cytomegalievirus (CMV) geho¨rt zu der Gruppe der Herpesviren. Herpesviren befallen
alle Wirbeltiergruppen, wa¨hrend sich die ausgelo¨ste Symptomatik unterscheidet, gleichen
sich bei allen Vertretern dieser Virusfamilie die Partikelmorphologie sowie die biologischen
Eigenschaften. Alle Herpesviren persistieren nach der Erstinfektion latent im Organismus
und ko¨nnen unter bestimmten Umsta¨nden reaktiviert werden. Die Herpesviren werden
aufgrund von Pathogenita¨t und Wirtsspektrum in 3 Unterfamilien eingeteilt. Am Besten
charakterisiert ist das Herpes simplex Virus (HSV), aber auch das CMV ist in der Lite-
ratur sehr ausfu¨hrlich beschrieben [24]. Es geho¨rt zur Gruppe der β-Herpesviren, die im
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Vergleich zu den α-Herpesviren ein engeres Wirtspektrum und la¨ngeren Vermehrungszy-
klus haben.
1.3.1.1 Aufbau
Die Virionen der Herpesviren bestehen aus mehr als 30 Strukturproteinen. Im Inneren
befindet sich das ikosaedrische Viruscapsid, damit assoziiert ist das doppelstra¨ngige DNA-
Genom. Zwischen Capsid und Membran liegt das sogenannte Tegument, eine unstruktu-
rierte Proteinmatrix. Mit einer Gro¨ße von 230 kbp und u¨ber 150 Genprodukten geho¨rt das
CMV zu den humanpathogenen Viren mit der gro¨ßten Codierungskapazita¨t [24]. Wa¨hrend
die Capsidproteine Homologien zu denen beim Herpes simplex Virus zeigen, unterscheiden
sich die Tegument- und Hu¨llproteine deutlich von denen der α- und γ-Herpesviren [25].
1.3.1.2 Genom
Das Genom des HCMV (humanen Cytomegalievirus) entha¨lt weit u¨ber 100 ORF (engl.
open reading frames ; Leseraster), die in 3 funktionelle Gruppen unterteilt werden ko¨nnen.
Es gibt essentielle, nicht-essentielle und augmentative ORF. Die Abb. 1.7, S. 21 gibt einen
U¨berblick u¨ber die funktionelle Genomorganisation des HCMV.
Die funktionelle Beurteilung erfolgt durch die Beobachtung, ob die Mutation eines
ORF die Replikation des Virus in Fibroblasten beeinflussen. 41 ORF sind laut Yu et
al. essentiell fu¨r die virale Replikation, darunter solche, deren Sequenz und Funktion
homolog zu anderen Herpesviren sind, z. B. Proteine fu¨r die DNA-Replikation oder das
Zusammensetzen (engl. assembly) des Virions. Allerdings wurden auch 11 neue essentielle
ORF gefunden, die entweder neue Aspekte der HCMV-Replikation zeigen ko¨nnten, oder
die funktionell homolog zu divergenten Sequenzen in anderen Herpesviren sind [26].
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Abbildung 1.7: Funktionelle Genomkarte des HCMV nach Yu et al. (2003) [26]: Das Genom des HCMV
Stamm AD169 (attenuierter Laborstamm) wird durch Linien (schwarz) repra¨sentiert, die Zahlen rechts
geben die ungefa¨hre Position in der Nucleotidsequenz in Kilobasenpaaren an. Daru¨ber werden durch
Pfeile die ORF fu¨r die jeweiligen Genprodukte markiert, die Farbkodierung gibt dabei die funktionelle
Gruppe an: essentiell (blau), nicht-essentiell (rot) oder augmentativ (gru¨n).
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1.3.1.3 Strukturproteine
Zu den Strukturproteinen geho¨ren die Proteine im Capsid, Tegument und der Membran.
Das Hauptcapsidprotein des CMV ist UL86. Im Tegument findet sich das als besonders
immunogen bekannte pp65/UL83, eine phosphorylierte Proteinkinase. Ebenfalls zum Te-
gument geho¨ren UL48 und UL82, letzteres ist ein transaktives Protein, das die Transkrip-
tion der immediate early Gene induziert. Das Membranprotein UL55, auch Glykoprotein
B (gB) genannt, ist mitverantwortlich fu¨r die Penetration der Zelle und die Partikelauf-
nahme. Es ist ein Dimer, bei proteolytischer Spaltung zerfa¨llt es in gp55 und gp93.
1.3.1.3.1 Membranproteine
In die Hu¨llmembran der Herpesviren sind verschiedene Glykoproteine eingelagert. Beim
HSV binden die Glykoproteine gE und gI Immunglobuline, sie wirken wie Fc-Rezeptoren.
Das verhindert die Interaktion der Antiko¨rper mit Effektorzellen, außerdem maskieren die
gebundenen Antiko¨rper anscheinend B-Zell-Epitope auf der Virusoberfla¨che. Auch beim
CMV finden sich solche Fc-a¨hnlichen Strukturen in der Membran. Die Glykoproteine gB,
gD und gH sind an der Aufnahme des Virus ins Zytoplasma beteiligt. Jedes dieser Prote-
ine induziert die Bildung neutralisierender Antiko¨rper, welche die Infektion im Stadium
der Penetration hemmen. Die gB, gD und gH Proteine induzieren auch die Fusion von
Membranen gesunder und infizierter Zellen, so dass sich Herpesviren auch ohne infektio¨se
Partikel im Organismus ausbreiten ko¨nnen. Nach der Fusion von Zell- und Virusmembran
wird das Capsid mit Tegument direkt ins Zytoplasma entlassen (nicht wie bei anderen
Viren u¨ber saure Vesikel).
1.3.1.3.2 Tegumentproteine
Mehrere Proteine im Tegument beeinflussen die Expression der immediate early Gene,
z. B. pp71 oder pp65. Das pp71 ist ein Transaktivator, es wird durch eine mit den Vi-
ruspartikeln assozierte Proteinkinase phosphoryliert. Zusammen mit zellula¨ren Faktoren
bindet es und beeinflusst die AP-1- oder CRE/AFT-Erkennungsstellen im Enhancer, der
die immediate early Gene kontrolliert. Desweiteren finden sich zumindest beim HSV im
Tegument Komponenten, die fu¨r Abbau und Destabilisation der zellula¨ren mRNA ver-
antwortlich sind.
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1.3.1.4 Nichtstrukturproteine
1.3.1.4.1 Enzyme und Funktionen bei der Genomreplikation
Neben zellula¨ren Proteinen sind sieben virale Proteine fu¨r die Genomreplikation not-
wendig: (1) Die virale DNA-Polymerase (UL54), ihre Sequenz ist bei allen Herpesviren
hochkonserviert. Im Gegensatz zur zellula¨ren DNA-Polymerase kann sie durch Phospho-
noessigsa¨ure und -ameisensa¨ure gehemmt werden. (2) Ein sogenannter processivity factor
(UL44), der doppelstra¨ngige DNA bindet und im Komplex mit der Polymerase vorliegt.
(3) bis (5) Der Helicase-Primase-Komplex aus drei Proteinen (UL105, UL102, UL70), er
entwindet die Doppelhelix und ist fu¨r die Bildung der RNA-Primer verantwortlich. (6)
Ein einzelstra¨ngige DNA-bindendes Protein (UL57), das die DNA-Einzelstra¨nge an der
Replikationsgabel streckt und lesbar macht. (7) Ein OriLyt-bindendes Protein, also ein
Protein, das an den Replikationsursprung beim lytischen Zyklus bindet.
Herpesviren verfu¨gen u¨ber weitere Enzyme, die in den Nucleinsa¨urestoffwechsel eingrei-
fen, das bekannteste ist die Thymidinkinase. Im Gegensatz zu den anderen Herpesviren
verfu¨gen Cytomegalieviren nicht u¨ber eine Thymidinkinase. Dennoch kann ihre Replika-
tion mit dem Nukleosidanalogon Ganciclovir gehemmt werden. Dies ist vermutlich auf
die Bildung dessen Monophosphats durch eine virale Kinase, die im Leserahmen UL97
kodiert wird, zu erkla¨ren.
1.3.1.4.2 Transaktivatoren
Fast alle immediate early-Proteine der Herpesviren sind Transaktivatoren, sie regulieren
den Ablauf der lytischen Funktion durch Aktivierung der delayed early und der spa¨ten
(late) Gene. Beim CMV kennt man vier Genomregionen, die sehr fru¨h im lytischen In-
fektionszyklus durch pp71 aktiviert werden. Dazu za¨hlen auch ie-1/ie-2 und ul36. Das
phosphorylierte IE-1-Protein ist das am meisten gebildete immediate early-Protein, es
wird von einer mehrfach gespleißten mRNA aus 4 Exons translatiert. IE-1 stimuliert die
Expression von NFκB (engl. nuclear factor - NF), einem zellula¨ren Transaktivator. Mit
ihm komplexiert versta¨rkt IE-1 seine eigene Expression und die der delayed early und der
spa¨ten Gene.
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1.3.1.4.3 Proteine mit Homologien zu zellula¨ren Genprodukten
Alle Herpesviren kodieren fu¨r Proteine mit A¨hnlichkeiten zu zellula¨ren Proteinen, dies
dient dem Entkommen vor der Immunantwort. Beim CMV kodiert ul18 fu¨r ein MHC-I-
homologes Protein. Es kann das β2-Mikroglobulin binden und behindert so die Bildung
regula¨rer MHC-I-Moleku¨le. Es gibt allerdings noch andere Mechanismen, mit denen das
CMV der Immunanwort entgeht oder das Immunsystem fehlleitet [27]. Andere Virusgene
(ul33, us27, us28 ) haben A¨hnlichkeiten mit Rezeptoren zellula¨rer Wachstumsfaktoren, sie
verschaffen den infizierten Zellen einen Wachstumsvorteil. Alle diese Gene sind fu¨r den
Infektionsverlauf nicht essentiell.
1.3.1.5 U¨bertragung und Verbreitung
Die Bevo¨lkerung weist eine hohe Durchseuchung mit CMV auf, zwischen 40 und 80% der
jungen Erwachsenen sind damit infiziert. Urspru¨nglich assoziierte man CMV hauptsa¨ch-
lich mit Scha¨digungen bei Embryonen oder Neugeborenen, die sich pra¨- oder perinatal
infiziert hatten. Bei gesunden, immunkompetenten Personen verla¨uft die Prima¨rinfektion
meist asymptomatisch, das Virus persistiert danach jedoch lebenslang im Ko¨rper und wird
sporadisch reaktiviert. Bei immunsupprimierten Personen, z. B. Transplantatempfa¨ngern,
Tumorpatienten, HIV-infizierten etc., kann das CMV Erkrankungen mit schweren Ver-
la¨ufen verursachen. CMV-Erkrankungen sind sehr schwer zu behandeln, etwa 80% der
Patienten, die eine CMV-Pneumonie entwicklen, sterben trotz Therapie. Das Virus wird
durch infizierte Zellen im Speichel, seltener durch Muttermilch oder durch Schmierkonta-
mination mit Blut oder Urin u¨bertragen. Auch sexuelle U¨bertragung ist mo¨glich, genauso
ko¨nnen Organtransplantate und Blutprodukte zur Ansteckung fu¨hren.
1.3.1.6 Klinik
Beim Prima¨rinfekt liegt die Inkubationszeit bei vier bis acht Wochen, bei immunkompe-
tenten Personen verla¨uft die Prima¨rinfektion meist asymptomatisch, es ko¨nnen Sympto-
me wie Fieber, Lymphknotenschwellung, Gastritis, O¨sophagitis oder grippea¨hnliche Be-
schwerden auftreten. Auch Leuko- und Thrombozytopenien und atypische CD8-positive
Lymphozyten und erniedrigte CD4-Zellzahl ko¨nnen vorkommen. Bei der pra¨natalen In-
fektion sind die gefu¨rchteten Komplikationen vor allem Entwicklungsdefekte im ZNS oder
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Ho¨rscha¨digungen. Perinatale Infektionen zeigen eine a¨hnliche, aber schwa¨chere Sympto-
matik. Bei immunsupprimierten Personen ko¨nnen durch organtypische Viruslokalisation
Lungenentzu¨ndungen, Hepatitiden, Chorioretinitis, gastrointestinale Ulcerationen oder
Encephalitis ausgelo¨st werden; ha¨ufigste Todesursache bei AIDS-Patienten und Trans-
plantierten ist die interstitielle CMV-Pneumonie. Außerdem kann das CMV bei Organ-
transplantationen zu Entzu¨ndungen des Transplantates und zu teilweise fulminanten Ab-
stoßungsreaktionen fu¨hren.
1.3.1.7 Pathogenese
Die U¨bertragung erfolgt meist durch Tro¨pfcheninfektion, von den Speicheldru¨sen aus wird
das Virus ha¨matogen und auch zellgebunden verbreitet, dabei spielen Zellen des Ge-
fa¨ßendothels eine wichtige Rolle. Die cytomegalen Zellen sind in vielen Organen zu finden,
besonders in den Speicheldru¨sen, in Nieren und Nebennieren, im Rahmen des lytischen
Zyklus enstehen dort Nekrosen. Die virale DNA la¨ßt sich auch in histologisch unauffa¨li-
gem Gewebe nachweisen. Im latent-persistierenden Zustand ruht das Virus vermutlich in
vielen Organen. Die Ausbreitung der CMV-Infektion wird wesentlich durch den Funktions-
zustand des Immunsystems bestimmt, dementsprechend sind die Scha¨digungen bei Em-
bryonen und Neugeborenen mit ihrem noch nicht voll entwickelten Immunsystem oder bei
immunsupprimierten Personen am Schwersten. Die Diagnose einer CMV-Infektion bzw.
Reaktivierung erfolgt entweder u¨ber den Nachweis von pp65 (immunhistopathologisch) in
den Leukozyten, oder aufgrund von CMV-DNA-Nachweis im Serum der Betroffenen.
1.3.2 Therapie
1.3.2.1 Klassische medikamento¨se Therapie
CMV-Reaktivierungen werden u¨blicherweise sowohl pra¨emptiv als auch curativ mit Gan-
ciclovir oder Foscarnet behandelt [28], auch eine supportive Behandlung mit IgG ist mo¨g-
lich. Ganciclovir ist ein Nukleosidanalogon, es wird von einer viralen Kinase initial phos-
phoryliert und bei der DNA-Replikation in den wachsenden Strang mit eingebaut, dadurch
wird der Anbau weiterer Nucleotide terminiert, es kommt zum Strangabbruch. Foscarnet
ist Phosphonoameisensa¨ure, diese hemmt kompetitiv die virale DNA-Polymerase. Beide
Medikamente unterdru¨cken die Virusreplikation und ko¨nnen das latent vorliegende Virus
nicht aus dem Organismus entfernen. Bei ha¨ufiger Anwendung kann es zur Ausbildung
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von Resistenzen kommen. Gerade in hohen Dosen oder bei Langzeittherapie, wie sie bei
wiederholten Reaktivierungen in Immunsupprimierten no¨tig sein kann, ko¨nnen schwe-
re Nebenwirkungen auftreten: Ganciclovir hat negative Einflu¨sse auf das Knochenmark
(Myelosuppression) [20], Foscarnet hat eine hohe Nephrotoxizita¨t. Die Gabe von huma-
nem IgG fu¨hrt zur Beladung der Viruspartikel mit Antiko¨rpern. Dadurch werden diese
zum Teil neutralisiert und auch leichter von Makrophagen erkannt und abgeto¨tet. Da
sich hierdurch die Pra¨sentation der viralen Antigene verbessert, kann die Gabe von IgG
das Entstehen einer Immunantwort durch das Immunsystem begu¨nstigen. In sehr fru¨hen
Phasen nach Transplantation oder bei gleichzeitiger Gabe von Immunsupressiva werden
zur Therapie jedoch nur die Virostatika eingesetzt.
1.3.2.2 Experimentelle Therapien
Neben den klassischen medikamento¨sen Behandlungsansa¨tzen wurden in den letzten Jah-
ren gerade fu¨r rezidivierende Infektionen neue Therapieansa¨tze erforscht. Eine Mo¨glichkeit
der Vakzinierung gegen CMV [29] wa¨ren z. B. sogenannte dense bodies, fast ausschließlich
aus Tegumentprotein bestehende, nicht infektio¨se Partikel. Da CMV fu¨r immunkompe-
tente Personen jedoch keine Bedrohung darstellt, ist das Interesse an einem Impfstoff eher
gering. Sowohl pra¨ventiv als auch curativ kann der sogenannte adoptive Immuntransfer
eingesetzt werden. Wie bereits erwa¨hnt, kann die Gabe von Spender-T-Zellen (DLI) die
Immunrekonstitution verbessern, dies birgt jedoch das Risiko einer GvHD. Statt Gesamt-
Lymphozyten werden beim adoptiven Immuntransfer nur bestimmte antigenspezifische
T-Zellen u¨bertragen, am Ha¨ufigsten wurde dies fu¨r die CMV-Infektion getestet. Als ers-
te verabreichten Riddell und Kollegen CMV-spezifische CD8+-T-Zellklone [30], [31]. Die
Mo¨glichkeiten zur Isolation antigenspezifischer T-Zellen haben sich verbessert: Neben der
Herstellung von Zelllinien und Klonen mittels wiederholter Restimulation durch mit Vi-
rusantigen(en) beladene APZ [32], [33], gibt es inzwischen auch Systeme zur direkten
Aufreinigung aktivierter T-Zellen wie z. B. den “cytokine capture assay” oder zur Aufrei-
nigung epitopbindender T-Zellen mit Tetrameren [34], Pentameren oder Streptameren und
immuno-magnetischen Sa¨ulen. Eine andere Mo¨glichkeit, die Immunantwort gegen CMV zu
verbessern, ist die Vakzinierung mit DC, die zuvor mit CMV-Antigenen beladen wurden.
Allerdings hilft diese nur, wenn schon wieder ausreichend T-Zellen im Ko¨rper des Pati-
enten gebildet werden. Auch die Anzahl der bekannten und verfu¨gbaren CMV-Antigene
wa¨chst, neben CMV-Lysat, das potentiell noch infektio¨se Partikel enthalten kann und sich
daher nicht fu¨r den klinischen Einsatz eignet, sind immunogene Proteine wie pp65 oder
u¨berlappende Peptidgemische sowie Einzelepitope kommerziell erha¨ltlich.
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1.4 Nachweis antigenspezifischer T-Zellen
1.4.1 Methodenu¨berblick
Es gibt unterschiedliche Verfahren, um antigenspezifische T-Zellen nachzuweisen, diese
unterscheiden sich in Prinzip, Aufwand, Sensitivita¨t und Informationsgehalt [35]. In Ab-
bildung 1.8, S. 28 sind die bei der Durchfu¨hrung dieser Arbeit verwendeten Testsysteme
skizziert. Die Voraussetzung zum Nachweis antigenspezifischer T-Zellen ist das Vorhan-
densein eines geeigneten Antigens, z. B. infizierte APZ, Viruslysate, bakterielle oder virale
Proteine oder Peptide. Auch die Auswahl des Antigens hat Einfluss auf die Aussagekraft
des Testsytems, wa¨hrend Viruslysate das gesamte Spektrum der jeweiligen viralen Anti-
gene beinhalten und viele verschiedene T-Zellklone aktivieren ko¨nnen, aktivieren einzelne
Proteine oder Peptidepitope nur einen Teil der antigenspezifischen Zellen gegen den je-
weiligen Erreger, dafu¨r ist hier eine Zuordnung der Zellen zu ihrem Epitop mo¨glich. Je
nach Fragestellung ergeben sich Vor- und Nachteile, so kann man bei Verwendung von
Lysat eher die Gesamtanzahl an reaktiven T-Zellen finden, kennt aber nicht deren Ziel-
struktur. Mit Peptiden und Proteinen findet man nicht alle antigenspezifischen T-Zellen
gegen einen Erreger, kann aber entweder die gegen besonders immunogene Proteine bzw.
gegen die Hauptepitope finden oder anhand des Ansprechens der T-Zellen Zielstrukturen
identifizieren, z. B. um ein Vakzin zu entwickeln.
1.4.2 Tetramerfa¨rbung
Die Methode ermo¨glicht den direkten Nachweis antigenbindender T-Zellen: die sogenann-
ten Tetramere bestehen aus 4 (rekombinanten) MHC-I-Moleku¨len, die u¨ber einen Biotin-
rest an Avidin gekoppelt werden, daher die Bezeichnung Tetramer (tetra, gr.; vier). Die
MHC-Moleku¨le ko¨nnen mit kurzen Proteinketten (8 bis 9 Aminosa¨uren) beladen werden.
Der Komplex aus MHC-Moleku¨l und gebundenem Peptid wird von einer T-Zelle mit dem
passenden TCR erkannt und gebunden.
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Abbildung 1.8: Darstellung der Angriffspunkte verschiedener Nachweismethoden fu¨r Antigenerkennung
durch T-Zellen [35]: 1. Bindung eines Epitops an passenden TCR (Tetramerfa¨rbung); 2. Reaktion der T-
Zelle, z. B. vermehrte Bildung von Zytokinen wie IFN-γ oder TNF-α (Intrazellula¨re Zytokinfa¨rbung); 3.
Wirkung auf andere Zellen durch Sekretion von Zytokinen (Sekretionsassay) oder Degranulation (CD107a
Nachweis).
Vorteile der Methode sind direkte Bindung und somit direkter Nachweis der antigenbin-
denden T-Zellen (im Gegensatz zu indirekten Nachweisen der Antigenspezifita¨t wie z. B.
u¨ber Zytokinsekretion). Nachteilig sind die aus dem Prinzip resultierenden Einschra¨n-
kungen: Rekombinante MHC-Moleku¨le mu¨ssen vorhanden sein, die von den T-Zellen er-
kannten Epitope mu¨ssen bekannt sein, daher sind nur Tetramere fu¨r die ha¨ufigsten HLA-
Typen und gut charakterisierte Erreger kommerziell erha¨ltlich. Die Tetramere ko¨nnen
zur Anfa¨rbung gebundener Zellen durch Kopplung eines Fluorochroms an das Avidin im
Tetramer-Komplex und/oder zur Aufreinigung gebundener Zellen z. B. u¨ber Zellsortierung
oder immunomagnetische Sa¨ulen verwendet werden. Zur genaueren Pha¨notypisierung der
Zellen werden je nach Fragestellung zusa¨tzliche Antiko¨rper, z. B. gegen CD3 und CD8,
verwendet.
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1.4.3 Intrazellula¨re Zytokinfa¨rbung
Bei der intrazellula¨ren Zytokinfa¨rbung werden die T-Zellen mit Antigen stimuliert und
indirekt anhand ihrer Reaktion nachgewiesen. T-Zellen, die ihr Antigen erkannt haben,
beginnen mit der Produktion und Sekretion verschiedener Zytokine, u. a. IFN-γ und IL-2.
Damit man die Zytokine nachweisen kann, wird deren Sekretion durch Zugabe von Brefel-
din A (BFA) verhindert. BFA la¨sst den Stofftransport durch das ER zusammenbrechen.
Nach einer gewissen Inkubationszeit werden die Zellen permeabilisiert und die im Zellin-
neren angesammelten Zytokine mit einem fluoreszenzmarkierten Antiko¨rper gefa¨rbt.
Ein Vorteil der Intrazellula¨ren Zytokinfa¨rbung ist der Nachweis der Funktionalita¨t der an-
tigenspezifischen T-Zellen, der Test kann gut mit anderen Fa¨rbungen (Tetramer, CD107a)
kombiniert werden. Allerdings fu¨hrt die Fa¨rbemethode letztendlich zum Tod der Zellen,
sie ko¨nnen außer zum Nachweis der Reaktivita¨t fu¨r nichts mehr verwendet werden. Deswei-
teren werden auch vorstimulierte Zellen mitgemessen, es muss also wie bei allen anderen
Tests immer eine unstimulierte Kontrolle mitgefu¨hrt werden. Wird ein Protein oder Vi-
ruslysat als Antigen verwendet, so kann keine Aussage u¨ber die genaue Zielstruktur der
reaktiven Zellen getroffen werden, wird Peptid verwendet, werden nicht alle reaktiven
Zellen stimuliert.
1.4.4 Zytokinsekretionstest
Der Zytokinsekretionstest - auch cytokine capture assay (Produktlinie fu¨r klinische An-
wendungen) oder cytokine secretion assay (Produktlinie Forschung) - a¨hnelt der Intra-
zellula¨ren Zytokinfa¨rbung, auch hier werden reaktive Zellen indirekt u¨ber die von ihnen
produzierten Zytokine nachgewiesen. Es ist ein kommerzielles Testsystem, das von der
Firma Miltenyi entwickelt wurde [36].
Das System basiert auf einem bispezifischen Antiko¨rper, der mit einer Seite an die Zello-
berfla¨che bindet und mit der anderen ein Zytokin binden kann. Die T-Zellen werden mit
Antigen stimuliert und mehrere Stunden (4 bis 16 h) inkubiert, dann werden die bisher
abgegebenen Zytokine ausgewaschen. Nachdem der bispezifische Antiko¨rper an die Zellen
gebunden wurde, werden diese fu¨r weitere 45 Minuten inkubiert, in dieser sogenannten
Sekretionsphase werden von reaktiven Zellen abgegebene Zytokinmoleku¨le von den Anti-
ko¨rpern auf der Zelle gebunden. Die Zytokine ko¨nnen dann mit einem weiteren Antiko¨rper
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zum Nachweis der Zellen gefa¨rbt werden oder mit Hilfe immunmagnetischer Partikel auf-
gereinigt werden. Neben allen Vorteilen der Intrazellula¨ren Zytokinfa¨rbung ist hier eine
Anreicherung von viablen antigenspezifischen T-Zellen mo¨glich.
1.4.5 Degranulationstest
Der Degranulationstest ist ebenfalls ein indirekter Nachweis antigenspezifischer, zytoto-
xischer T-Zellen [37]. Um eine infizierte Zielzelle lysieren zu ko¨nnen, schu¨tten zytotoxi-
sche T-Zellen Perforine auf sie aus. Diese lagern in Lysosomen innerhalb der T-Zellen
und werden durch Fusion von Lysosommembran mit der Zellmembran freigesetzt. Dabei
gelangen mit dem Lysosom assoziierte Proteine – LAMP (engl. lysosome associated mem-
bran protein) – an die Zelloberfla¨che. Ein solches Protein ist das CD107a, das mittels
Antiko¨rperfa¨rbung nachgewiesen werden kann.
Da zytotoxische T-Zellen zur Beherrschung einer Virusreaktivierung essentiell sind, hat
ihr Nachweis eine gute Aussagekraft bezu¨glich des Schutzes vor dem Erreger. Es wurde
gezeigt, das die Freisetzung von CD107a mit der Anzahl der abgeto¨teten antigenbeladenen
Zielzellen korreliert [38]. Der Degranulationstest kann auch in Kombination mit einer
Feststellung der Apotoseinduktion durchgefu¨hrt werden.
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1.5 Definition der Fragestellung und Ziele dieser Arbeit
In dieser Arbeit sollen die molekularen und biologischen Voraussetzungen fu¨r den adop-
tiven Immuntransfer von spezifischen Spender-T-Zellen untersucht und die Umsetzung
unter Verwendung des cytokine capture assay evaluiert werden, als Beispiel dient die
CMV-Infektion. Prinzipiell soll die Methode auch fu¨r andere Antigene wie z. B. EBV [39],
ADV [40], minor Histokompatibilita¨ts-Antigene oder Tumorantigene nutzbar sein. Im Ein-
zelnen sollen folgende Ziele erreicht werden:
(1) Etablierung eines Testverfahrens zur Patientenauswahl und -u¨berwachung
Die Verwendung von MHC-I-Peptidkomplexen, sogenannten Tetrameren, soll etabliert
und im Hinblick auf ihre Aussagekraft und Anwendbarkeit im klinischen Alltag getestet
werden. Nachdem der Test mit gesunden, CMV-positiven Spendern etabliert ist, sollen
routinema¨ßig Patienten nach HSCT in bestimmten Intervallen auf die Anzahl der CMV-
erkennden T-Zellen im Blut getestet werden. Die Ergebnisse dieser Messungen sollen mit
klinischen Parametern (CMV-Reaktivierung, Medikation etc.) abgeglichen und eventuell
durch zusa¨tzliche funktionelle Tests erga¨nzt werden.
(2) Austestung und Optimierung des Zytokinsekretionstests (im Labormaß-
stab)
Der Zytokinsekretionstest soll zur Aufreinigung CMV-spezifischer T-Zellen aus dem Blut
gesunder, CMV-seropositiver Spender benutzt werden. Dabei soll der generelle Ablauf
nach dem Protokoll des Herstellers u¨berpru¨ft und wenn mo¨glich oder no¨tig optimiert wer-
den. Ziel ist, eine mo¨glichst große Anzahl CMV-reaktiver T-Zellen mit großer Reinheit zu
gewinnen. Fu¨r die spa¨tere Durchfu¨hrung im klinischen Maßstab unter GMP-Bedingungen
sollen verschiedene Medien verglichen werden. Neben Anreicherungsgrad und Ausbeute
soll außerdem die Zusammensetzung der Verunreinigung, also der Zellen in der IFN-γ-
positiven Population, die gemeinsam mit den erwu¨nschten T-Zellen vorliegen, untersucht
werden.
(3) Definition von Qualita¨tsmerkmalen und Etablierung geeigneter Tests fu¨r
Umsetzung der Aufreinigung in klinischem Maßstab
Fu¨r eine klinische Anwendung mu¨ssen die gewonnenen T-Zellen nicht nur wirksam gegen
das CMV sein, sie du¨rfen auch keine negativen Effekte haben. Zum einen mu¨ssen Tests eta-
bliert werden, die die Funktionalita¨t der aufgereinigten Zellen zeigen, zum anderen muss
eine Alloreaktivita¨t ausgeschlossen werden. Hierzu bieten sich Proliferations- und Zyto-
toxizita¨tstests an. Damit ko¨nnen sowohl die CMV-Spezifita¨t und die Funktionalita¨t der
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Zellen gezeigt, als auch gleichzeitig u¨ber Ansa¨tze gegen allogene Zellen die Alloreaktivita¨t
abgescha¨tzt werden. Die verwendeten Tests sollen ebenfalls auf zytometrischen Messungen
basieren, auf radioaktive Tests wie Chrom51-Freisetzung oder H3-Thymidineinbau soll ver-
zichtet werden. Die Zellen sollen spa¨ter ohne weitere Expansion dem Empfa¨nger gegeben
werden, eine Expansionsphase nach der Anreicherung ist nicht geplant. Sie bedeutet ho¨-
heren Zeitaufwand, ho¨here Kosten und gro¨ßeres Risiko von Kontaminationen. Um dies zu
erreichen, sollen Testsysteme etabliert werden, die mit geringen Zellzahlen durchgefu¨hrt
werden ko¨nnen.
(4) Gewinnung neuer Antigene zur Verbesserung der in vitro Stimulation von
CMV-spezifischen T-Zellen
Damit das hier untersuchte Anreicherungsverfahren fu¨r CMV-spezifische T-Zellen fu¨r
mo¨glichst viele Patienten geeignet ist, ist langfristig eine breitere Auswahl an Antigenen
von Vorteil. Bisher sind pp65 und IE-1 kommerziell erha¨ltlich, außerdem Teilfragmente aus
anderen potentiell immunogenen Proteinen, wobei nur fu¨r das pp65 eine“’GMP-a¨hnliche”’
Herstellung stattfindet. Dieses Protein ist aber nicht fu¨r alle CMV-seropositiven Spender
als stimulierendes Antigen geeignet, abha¨ngig vom HLA-Typ kann das pp65 nur geringe
oder gar keine CMV-spezifischen T-Zellen zur Zytokinproduktion anregen. Eine gro¨ßere
Auswahl an Proteinen bzw. ein Proteingemisch, das mehrere immunogene Proteine des
CMV entha¨lt und somit eine breitere Anwendbarkeit und/oder ho¨here Stimulationsraten
verspricht [41], wa¨re von Nutzen. Daher sollen immunogene Proteine des CMV ausgewa¨hlt
und u¨berexpimiert werden, die gereinigten Proteine sollen dann auf ihre Stimulationswir-
kung hin mit dem kommerziell erha¨ltlichen pp65 verglichen werden. Allerdings ist bei
Verwendung von Gesamtprotein im Gegensatz zu den Peptidgemischen allgemein eine
niedrigere CD4-Antwort zu erwarten, da die cross-presentation nicht bei allen Proteinen
zu so guten CD4-Antworten fu¨hrt wie beim pp65. Ein Fernziel ist die Rekrutierung CMV-
spezifischer T-Zellen aus dem Blut CMV-seronegativer Spender, hierzu sollen mit Genen
fu¨r gut stimulierende CMV-Proteine DCs transduziert werden, so dass sie immunogene
Proteine des CMV exprimieren.
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2 Materialien und Methoden
2.1 U¨bersicht u¨ber alle verwendeten Materialien
(alphabetisch geordnet), Verbrauchsmaterialien und
Gera¨te
2.1.1 Antibiotika
Bezeichnung Qualita¨t Hersteller
Ampicillin Natriumsalz ≥99%, fu¨r die Molekularbiologie und Biochemie ROTH
Chloramphenicol ≥99%, Ph. Eur., fu¨r die Biochemie ROTH
Gentamycin, 40 mg / ml 1 ml Ampullen; fu¨r i. V. Injektion Ratiopharm
Kanamycinsulfat ≥750 I. E., fu¨r die Mikrobiologie und Zellkultur ROTH
Penicillin / Streptomycin, 100Ö 5000 U / ml Penicillin, 5000 µg / ml Streptomycin Gibco
Tetracyclin-Hydrochlorid ≥95%, fu¨r die Biochemie und Molekularbiologie ROTH
2.1.2 Antigene
Antigen Anbieter
CEF20 (Peptid NLVPMVATV) tebu-bio
CMV-Lysat (Stamm AD 169) tebu-bio
pp65 Miltenyi Biotec Biotec
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2.1.3 Antiko¨rper und Farbstoffe
2.1.3.1 Antiko¨rperkonjugate und Belegung der Fluoreszenzkana¨le im verwendeten
Durchflusszytometer
Fluoreszenzkanal Abku¨rzung Farbstoff
FL1 FITC Fluoresceinisothiocyanat
FL1 CFSE Carboxyflurescein Succinimidyl Ester
FL2 PE Phycoerythrin
FL3 ECD (PE-TR) Phycoerythrin-TexasRed
FL4 PC-5 (auch: PE-Cy5) Phycoerythrin-Cy5
FL4 7-AAD 7-amino-actinomycin D
FL4 (roter Laser) APC Allophycocyanin
FL5 PC-7 (auch: PE-Cy7) Phycoerythrin-Cy7
2.1.3.2 Liste aller verwendeten Antiko¨rper und Farbstoffe
Spezifita¨t Konjugat Hersteller
Annexin (Apoptosefa¨rbung) PE Beckman Coulter
CD107a PC-5 BD
CD14 FITC Beckman Coulter
CD14 PC-7 Beckman Coulter
CD16 FITC Beckman Coulter
CD19 FITC Beckman Coulter
CD20 PC-7 Beckman Coulter
CD25 FITC Beckman Coulter
CD3 PC-5 Beckman Coulter
CD3 PC-7 Beckman Coulter
CD3 ECD Beckman Coulter
CD4 PE Beckman Coulter
CD4 FITC Miltenyi Biotec
CD4 FITC Beckman Coulter
CD56 PC-7 Beckman Coulter
CD8 FITC Miltenyi Biotec
CD8 FITC Beckman Coulter
CD8 PE Beckman Coulter
CD8 PC-5 Beckman Coulter
CD8 PC-7 Beckman Coulter
CD8 (T8) FITC Beckman Coulter
CD80 FITC Beckman Coulter
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Spezifita¨t Konjugat Hersteller
CD83 PE Beckman Coulter
CD86 PE Beckman Coulter
CD86 FITC Beckman Coulter
HLA-DR FITC Beckman Coulter
IFN-γ PE Beckman Coulter
IFN-γ APC Beckman Coulter
lebend-tot Farbstoff 7-AAD Beckman Coulter
Vitalfarbstoff CFSE Sigma Aldrich
2.1.4 Bakterien
Stamm Anbieter
E. coli DB3.1 Invitrogen
E. coli DH10Bac Invitrogen
E. coli Top10 Invitrogen
2.1.5 Chemikalien (Salze, Lo¨sungsmittel, Puffersubstanzen)
Substanz Qualita¨t Hersteller
3-(N-Morpholino)-propansulfonsa¨ure
(MOPS)
PUFFERAN®, ≥99% ROTH
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-β-D-galactosid
(X-Gal)
≥99%, fu¨r die Biochemie ROTH
Acrylamid- (AA) 30% und Bisacrylamid
(BisAA) 0,8% Lo¨sung
gasstabilisierte, wa¨ssrige Lo¨sung
(Verha¨ltnis AA-BisAA 37,5 : 1)
ROTH
Agar-Agar Kobe I, pulverisiert ROTH
Agarose GTQ gentechnologische Qualita¨t ROTH
Ammoniumperoxodisulfat (APS) ≥98%, p. a. ROTH
Brefeldin A (BFA) ≥99%, fu¨r die Molekularbiologie Sigma Aldrich
Bromphenolblau fu¨r die Elektrophorese ROTH
Calciumchlorid ≥99%, Zellkulturqualita¨t ROTH
Cellfectin Invitrogen
Dimethylsulfoxid (DMSO) ≥99,7%, HybriMax, steril filtriert,
Hybridoma getestet
Sigma Aldrich
Dithiothreitol (DTT) ≥99%, p. a. ROTH
dNTP-Set (Nucleotid-Einzello¨sungen:
dATP, dTTP, dGTP, dCTP)
≥98%, 100 mM ROTH
Eisessig 100%, Ph. Eur., reinst ROTH
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Substanz Qualita¨t Hersteller
Ethanol, absolut ≥99,8%, p. a. ROTH
Ethanol, verga¨llt ≥96%, reinst, DAB ROTH
Ethidiumbromidlo¨sung
(3,8-Diamino-5-Ethyl-6-
Phenylphenanthridinium-Bromid)
1%-Lo¨sung ROTH
Ethylendiamintetraacetat, Natriumsalz
(EDTA)
≥99%, fu¨r die Biochemie ROTH
Glycerin ≥99,5%, p. a., wasserfrei ROTH
Glycin (α-Aminoessigsa¨ure) PUFFERAN®, ≥99%, p. a. ROTH
GST-Agarose 75% Sa¨ulenmaterial in Ethanol G-Biosciences
Hefeextrakt pulv., fu¨r die Bakteriologie ROTH
Ionomycin Calciumsalz 1 mM in DMSO, steril filtriert Sigma Aldrich
Isopropanol ≥99,8%, p. a. ROTH
Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid
(IPTG)
≥99%, fu¨r die Biochemie ROTH
Kaliumacetat ≥99%, p. a. ROTH
Kaliumhydroxid ≥85%, p. a., in Pla¨tzchen ROTH
Magnesiumsulfat ≥99%, p. a. ROTH
Mangan(II)-chlorid reinst Merck
Methanol ≥99,9%, p. a. ROTH
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin,
1,2-Bis(dimethylamino)-ethan (TEMED)
99%, p. a., fu¨r die Elektrophorese ROTH
N,N-Dimethylformamid (DMF) ≥99,8%, p. a. ROTH
Natriumchlorid ≥99,8% ROTH
Natriumdodecylsulfat (SDS ultra pure) ≥99%, fu¨r die Elektrophorese ROTH
Natriumhydroxid ≥99%, p. a., in Pla¨tzchen ROTH
Pepton aus Casein tryptisch verdaut, fu¨r die
Mikrobiologie
ROTH
Phorbol 12-myristat 13-acetat (PMA) 99%, fu¨r die Molekularbiologie Sigma Aldrich
Rubidiumchlorid ≥99%, p. a. ROTH
Serva Blue G (Acid Blue 90) fu¨r die Elektrophorese Serva
Serva Blue R (Acid Blue 83) fu¨r die Elektrophorese Serva
Staphylococcus Enterotoxin B (SEB) aus Staphylococcus aureus, ca. 25%,
mit Natriumphosphat
Sigma Aldrich
Trichloressigsa¨ure (TCA) p. a., 20%ige wa¨ssrige Lo¨sung ROTH
TRIS PUFFERAN®, ≥99,9%, p. a. ROTH
Wasser HPLC-Qualita¨t ROTH
Xylencyanol fu¨r die Elektrophorese ROTH
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2.1.6 Desinfektionsmittel
Desinfektionsmittel Einsatzgebiet Hersteller
Bacillol Fla¨chen, Gera¨te Bode
Incidin Fla¨chen, Gera¨te ecolab
Incidin perfect Fla¨chen, Gera¨te (nach Arbeiten mit Viren) ecolab
Sterillium Ha¨ndedesinfektion Bode
2.1.7 Komplettsysteme (Kits)
Set Hersteller
FIX+PERM Zellpermeabilisierungskit ADG
MinElute Gel Extraction Kit QIAGEN
Plasmid Mini Kit QIAGEN
CD3 Microbeads Miltenyi Biotec Biotec
IFN-γ Secretion Assay - Cell Enrichment and Detection Kit Miltenyi Biotec Biotec
2.1.8 Medien
Medium Hersteller
RPMI1640 Gibco
BacVector Insect Medium Novagen
CellGro CellGenix
S.O.C. Invitrogen
X-Vivo 15 BioWhittaker
2.1.9 Enzyme
Enzym Hersteller
AcTEV -Protease Invitrogen
BsmBI New England Biolabs
KpnI New England Biolabs
NotI New England Biolabs
Pfx DNA-Polymerase Invitrogen
Phusion DNA-Polymerase Finnzymes
XhoI New England Biolabs
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2.1.10 Vektoren
Vektor Hersteller
pCRblunt Invitrogen
pDest20 Invitrogen
pENTR1a Invitrogen
2.1.11 Zelllinien
Zelllinie Quelle
Sf9 Novagen
T-Zelllinie gegen NLVPMVATV-Epitop proimmune
T2 Transfusionmedizin, MHH
2.1.12 Zytokine
Zytokin Verwendung Hersteller
GM-CSF DC-Generierung immuntools
Interleukin-4 DC-Generierung immuntools
Proleukin (Interleukin-2) T-Zell-Expansion Novartis
2.1.13 Verbrauchsmaterialien und Glasgera¨te
Artikel Hersteller
0,2 ml Reaktionsgefa¨ße, 8er Streifen Biozym
1,5 ml Reaktionsgefa¨ße Brand
10 ml Plastikspritzen Sarstedt
15 ml Ro¨hrchen Greiner; Sarstedt
2 ml Reaktionsgefa¨ße Eppendorf
20 ml Plastikspritzen Sarstedt
24-Loch-Platten, F-Boden Greiner
25 cm2 Flaschen mit Filterdeckel Greiner
5 ml Plastikro¨hrchen (FACS-Ro¨hrchen) BD Falcon
50 ml Plastikspritzen Sarstedt
50 ml Ro¨hrchen Greiner; Sarstedt
6-Loch-Platte, F-Boden Greiner
6-Loch-Platte, F-Boden (DC-Generierung) BD
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Artikel Hersteller
75 cm2 Flaschen mit Filterdeckel Greiner
96-Loch-Platten, U-Boden Greiner
Alufolie ROTH
Bechergla¨ser 1 L Brand
Bechergla¨ser 2 L Brand
Dewar-Gefa¨ß KGW Isotherm
Einweghandschuhe, nitril (“Safe Skin”) Kimberly Clark
Einwegpipette 10 ml Sarstedt
Einwegpipette 2 ml Sarstedt
Einwegpipette 25 ml Sarstedt
Einwegpipette 5 ml Sarstedt
Eisbeha¨lter ROTH
Entsorgungsbeha¨lter (“gru¨ne Tonne”)
Entsorgungsbeutel ROTH
Erlenmeyerkolben 1 L Brand
Erlenmeyerkolben 2 L Brand
Erlenmeyerkolben 250 ml Brand
Erlenmeyerkolben 500 ml Brand
Indikatorband (Autoklavierband) ROTH
MACS MS columns (Minisa¨ulen) Milteny Biotech
Messkolben, 1 L Brand
Messkolben, 2 L Brand
Messzylinder, 1 L Brand
Messzylinder, 250 ml Brand
Pasteurpipetten Brand
Petrischale (Bakterienkultivierung) Sarstedt
Petrischale (DC-Generierung) BD
Pipettenspitzen mit Filter, 0,1 - 10µl Brand
Pipettenspitzen mit Filter, 10 - 100 µl Brand
Pipettenspitzen mit Filter, 100 - 1000 µl Brand
Pipettenspitzen mit Filter, 20 - 200 µl Brand
Pipettenspitzen, 0,1 - 10 µl (kristall) Sarstedt
Pipettenspitzen, 100 - 1000µl (blau) Sarstedt
Pipettenspitzen, 20 - 200µl (gelb) Sarstedt
Plastikku¨vetten (UVette) Eppendorf
Reagenzgla¨ser Brand
Reagenzglaskappen
Reaktionsgefa¨ßsta¨nder ROTH
Roller Bottles Sarstedt
S-Monovetten®, Li-Heparin, 7,5 ml Sarstedt
39
Kapitel 2. Materialien und Methoden
Artikel Hersteller
Sta¨nder fu¨r 15 ml Ro¨hrchen Brand
Sta¨nder fu¨r 50 ml Ro¨hrchen Brand
Sterilfilter, 0,22µm BD Falcon
Wischtu¨cher (“KimTech”) Kimberly Clark
2.1.14 Gera¨te
Gera¨t Typ Hersteller / Bezugsquelle
=80 °C Gefrierschrank VIP Series =86 °C Sanyo / HLL
Autoklav h + p H + P Labortechnik AG
Brutschrank Heraeus / OMNILAB
Brutschrank (mit CO2
Begasung)
HERA cell 150 Heraeus / OMNILAB
Durchflusszytometer FC 500 Beckman Coulter
Einfrierblock
Eismaschine eurfrigor ICE MAKERS HLL; Langenhagen
elektrische Pipettierhilfe accu jet Brand / OMNILAB
Gefrierschrank (=20 °C) Liebherr
Geldokumentationssystem Vilber Lourment
Geldokumentationssystem Kodak EDAS 290 Kodak / Fisher Scientififc
Gelkammer Sub-Cell GT DNA
Electrophoresis Cell
BIO-RAD
Gelsystem fu¨r Proteingele
(1 mm)
Mini-PROTEAN Tetra
Electrophpresis System
BIO-RAD
Heiz- und Magnetru¨hrer IKA-COMBIMAG RET Janke + Kunkel
Heizblock Dri-block DB-3 Techne
Heizblock mit Vortexfunktion Thermomixer comfort Eppendorf / OMNILAB
Ku¨hlschrank Liebherr
Magnet fu¨r Minisa¨ulen MACS magnet MS Miltenyi Biotec
Magnetwand MACS multi stand Miltenyi Biotec
Mehrfachpipette HandyStep Brand / OMNILAB
Mehrkanalpipette (8-Kanal,
5 - 100 µl)
eppendorf research Eppendorf / OMNILAB
Mikroskop Axiovert 40 CFL Zeiss
N2-Tank MVE XLC 1520HE mit MVE
Tec 2000 Sytem Monitor
CHART
Netzgera¨t (Agarosegele) Power Pack Basic BIO-RAD
Netzgera¨t (Proteingele) Pharmacia LKB ECPS
3000/15
Pharmacia
Photometer BioPhotometer6131 Eppendorf / OMNILAB
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Gera¨t Typ Hersteller / Bezugsquelle;
Ort
Pipette 0,1 - 2,5µl eppendorf research Eppendorf / OMNILAB
Pipette 1,0 - 10,0µl eppendorf research Eppendorf / OMNILAB
Pipette 10 - 100 µl eppendorf research Eppendorf / OMNILAB
Pipette 100 - 1000 µl eppendorf research Eppendorf / OMNILAB
Pipette 20 - 200 µl eppendorf research Eppendorf / OMNILAB
Pumpe Ko¨hler Mobil-Absaugsystem OMNILAB
Reaktionsgefa¨ßsta¨nder ROTH Carl ROTH
Rotationsmixer MACSmix Miltenyi Biotec
Schu¨ttelinkubator innova 44 New Brunswick Scientifc
Schu¨ttelwasserbad Typ 1086 GFL Gesellsch. f. Labortechnik mbH
Sta¨nder fu¨r 15 ml Ro¨hrchen Brand Brand / OMNILAB
Sta¨nder fu¨r 50 ml Ro¨hrchen Brand Brand / OMNILAB
sterile Werkbank HERA safe Heraeus / OMNILAB
Stoppuhr / Kurzzeitmesser Oregon Scientific / OMNILAB
Thermocycler T3 Biometra
Tischzentrifuge Biofuge pico Heraeus / OMNILAB
Tischzentrifuge, ku¨hlbar Centrifuge 5415R Eppendorf / OMNILAB
Ultraschall Branson Sonifier 250 G. Heinemann
Vortexer MS2 Minishaker IKA
Waage TE313S Sartorius
Zellza¨hlgera¨t AcT Beckman Coulter
Zentrifuge Multifuge 3S Heraeus / OMNILAB
Zentrifuge, ku¨hlbar Multifuge 3S-R Heraeus / OMNILAB
2.1.15 Software
Anwendung Software Heraugeber / Quelle
Bildbearbeitung (Erstellung) Power Point Microsoft
Bildbearbeitung (Nachbearbeitung) KolourPaint Open Source
Bildbearbeitung (Nachbearbeitung) The Gimp Open Source
Datenerfassung Excel Microsoft
Durchflusszytomrie (Messung und Auswertung) CXP Beckman Coulter
Primererstellung Primer 3 Open Source [42]
Sequenzanalyse (RE-Karten) Lasergene DNA*
Sequenzanalyse (Sequenzierungen) Chromas Lite Freeware
Sequenzanalyse (Alignments) ClustalW Online-Tool, EMBL-EBI
Tabellenkalkulation Excel Microsoft
Textsatz LATEX Open Source
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2.2 Allgemeine Methoden
2.2.1 Separation mononuklea¨rer Zellen aus dem peripheren Blut
u¨ber Dichtegradientenzentrifugation
2.2.1.1 Prinzip
Die kernhaltigen Zellen des peripheren Blutes – PBMNC (engl. peripheral blood mono-
nuclear cells) – lassen sich u¨ber Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll separieren [43].
Ficoll ist ein ungeladenes Sucrose-Polymer, die Dichte (1077 g / ml) ist so eingestellt, dass
Erythrozyten sowie tote Zellen unter das Ficoll sinken. Die Abbildung 2.1, S. 42 zeigt
schematisch die einzelnen Phasen vor und nach der Zelltrennung u¨ber Ficoll.
Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der einzelnen Schichten vor (links) und nach (rechts) Dich-
tegradientenzentrifugation: die Granulozyten (beige) dringen in die Ficollphase (farblos) ein und lagern
sich u¨ber den Erythrozyten (dunkelrot) am Grund ab. Die Lymphozyten und Monozyten sammeln sich
in der Interphase (rosa) an. Die kernlosen Thrombozyten befinden sich im U¨berstand (gelb) oder in der
Erythrozytenphase.
2.2.1.2 Materialien
2.2.1.2.1 Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation
Ficoll (Biocoll, Gibco)
PBS (Gibco)
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2.2.1.2.2 Verbrauchsmaterial
15 ml Ro¨hrchen
50 ml Ro¨hrchen
LeukoSep-Ro¨hrchen
Plastikpipetten, 10 ml und 25 ml
2.2.1.2.3 Gera¨te
sterile Werkbank
Zentrifuge
Zellza¨hlautomat
elektrische Pipettierhilfe
2.2.1.3 Durchfu¨hrung
Peripheres Blut (mit EDTA oder Heparin als Antikoagulanz) wird 1 : 1 oder 1 : 2 mit PBS
(physiologischer Puffer; engl. phosphate buffered saline) verdu¨nnt. Je 40 ml des verdu¨nnten
Blutes in einem 50 ml Ro¨hrchen mit 10 ml Ficoll (Biocoll®, Gibco) unterschichten, 20 min
1200Ö g bei RT (Raumtemperatur) zentrifugieren. Die Interphase in ein neues Ro¨hrchen
u¨berfu¨hren und zweimal mit PBS waschen, jeweils 10 min, 220Ö g, RT zentrifugieren.
Danach die Zellzahl bestimmen.
2.2.1.4 Verwendung von LeukoSep-Ro¨hrchen
Das grundsa¨tzliche Prinzip gleicht dem bei der Dichtegradientenzentrifugation (2.2.1,
S. 42). Die sogenannten LeukoSep-Ro¨hrchen enthalten eine Filtermembran. Das Ficoll
wird eingefu¨llt und durch Anzentrifugieren unter den Filter gebracht, das Blut-PBS-
Gemsich kann dann zu¨gig zupipettiert oder gegossen werden, da der Filter eine Durchmi-
schung verhindert.
2.2.1.5 A¨nderungen in der Durchfu¨hrung bei der Verwendung LeukoSep-Ro¨hrchen
Die Ro¨hrchen bis zur 35 ml Marke mit Ficoll fu¨llen, kurz anzentrifugieren, u¨berschu¨ssiges
Ficoll u¨ber dem Filter abnehmen. Blut 1:2 mit PBS verdu¨nnen und in LeukoSep-Ro¨hrchen
fu¨llen. 20 min bei 740Ö g, RT zentrifugieren. Den U¨berstand bis ca. 1 cm u¨ber der Inter-
phase absaugen. Den restlichen U¨berstand u¨ber Filter mit Interphase in 50 ml Ro¨hrchen
u¨berfu¨hren, drei LeukoSep-Ro¨hrchen pro 50 ml Ro¨hrchen vereinigen, mit PBS auffu¨llen
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und zentrifugieren, 10 min, 700Ö g, RT (1. Waschschritt). Das weitere Vorgehen entspricht
dem bei der Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation.
2.2.2 Herstellung von autologem Plasma
2.2.2.1 Prinzip
Durch Abtrennung der zellula¨ren Bestandteile des Blutes wird Plasma bzw. Serum ge-
wonnen (ca. ein Drittel bis die Ha¨lfte des Blutvolumens). Als Plasma wird der U¨berstand
bei antikoaguliertem Blut bezeichnet, bei Blut ohne Antikoagulanz ist es Serum. Das
Plasma/Serum entha¨lt Na¨hrstoffe und wird bei der Kultivierung von PBMNCs als Me-
diumzusatz verwendet. Varianten sind autologes Plasma (vom gleichen Spender wie die
Zellen), AB-Serum (Gemisch aus mehreren Spendern) oder ersatzweise auch HSA (huma-
nes Serumalbumin) oder FKS (fo¨tales Ka¨lberserum). Alle Plasmen bzw. Sera enthalten
neben Na¨hrstoffen auch Zytokine, Antiko¨rper und Komplementkomponenten. Um eine
Beeinflussung der kultivierten Zellen zu vermeiden, muss eine Inaktivierung dieser Be-
standteile erfolgen, dies geschieht durch thermische Inaktivierung.
2.2.2.2 Materialien
2.2.2.2.1 Ausgangsmaterial
Blut mit Antikoagulanz (Plasma)
oder
Blut ohne Antikoagulanz (Serum)
2.2.2.2.2 Verbrauchsmaterial
15 ml Ro¨hrchen
50 ml Ro¨hrchen
Plastikpipetten, 10 ml und 25 ml
Sterilfilter, 0,2µm
20 ml Spritzen
2.2.2.2.3 Gera¨te
sterile Werkbank
Zentrifuge
elektrische Pipettierhilfe
Wasserbad
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2.2.2.3 Durchfu¨hrung
40 ml Blut fu¨r 20 min, 1200Ö g, RT abzentrifugieren. Den klaren U¨berstand (Plas-
ma / Serum) abnehmen, 30 min bei 56 °C hitzeinaktivieren. Erneut abzentrifugieren, U¨ber-
stand in neues Ro¨hrchen u¨berfu¨hren und nochmals zentrifugieren. Den U¨berstand steril
filtrieren und in Aliquots bei =20 °C lagern.
2.2.3 Kultivierung von humanen PBMNCs
2.2.3.1 Prinzip
Zellen ko¨nnen in vitro kultiviert werden, wobei Prima¨rzellen wie z. B. isolierte PBMNCs
nur eine gewisse Lebensdauer von einigen Tagen bis zu mehreren Wochen haben und be-
grenzt expandierbar sind, wa¨hrend immortalisierte Zelllinien nahezu unbegrenzt vermehrt
werden ko¨nnen. Es gibt diverse Standardmedien, die auf die Bedu¨rfnisse bestimmter Zell-
typen abgestimmt sind. Bei Bedarf ko¨nnen Zytokine zugesetzt werden, um die Zellen
am Leben zu halten, zu differenzieren oder zu expandieren. Die u¨brigen Kulturbedingun-
gen wie Temperatur, CO2-Gehalt, Luftfeuchte etc. werden ebenfalls den Bedu¨rfnissen der
Zellen angepasst.
2.2.3.2 Materialien
2.2.3.2.1 Zellen/Zelllinien
humane PBMNCs
T2-Zelllinie
CTLNLVP-Linie
2.2.3.2.2 Medien
RPMI-GlutaMAX (Gibco)
CellGro (CellGenix)
X-Vivo 15 (BioWhittaker)
2.2.3.2.3 Medienzusa¨tze
autologes Plasma
20% HSA
FKS, hitzeinaktiviert (Biochrom AG)
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2.2.3.2.4 Antibiotika
Penicillin / Streptomycin (PenStrep), 100Ö(Gibco)
Gentamycin, Ampulle 40 mg / ml
2.2.3.2.5 Zytokine
IL-2 (Proleukin)
2.2.3.2.6 Standardmedium
Medium (vgl. 2.2.3.2.2)
Antibiotikum (vgl. 2.2.3.2.4)
5% HSA oder autologes Plasma
2.2.3.2.7 T-Zellmedium
Standardmedium (vgl. 2.2.3.2.6)
5 U / ml IL-2
2.2.3.2.8 T-Zellmedium zur Expansion
Standardmedium (vgl. 2.2.3.2.6)
50 U / ml IL-2
2.2.3.2.9 T2-Medium
RPMI1640
1ÖPenStrep
10% FKS
2.2.3.2.10 Verbrauchsmaterial
15 ml Ro¨hrchen
50 ml Ro¨hrchen
Plastikpipetten, 10 ml und 25 ml
96-Loch-Platten
24-Loch-Platten
6-Loch-Platten
2.2.3.2.11 Gera¨te
sterile Werkbank
Zentrifuge
elektrische Pipettierhilfe
Wasserbad
Brutschrank
Neubauerza¨hlkammer
Zellza¨hlgera¨t
Mikroskop
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2.2.3.3 Durchfu¨hrung
Humane PBMNCs werden bei einer Temperatur von 37 °C (Ko¨rpertemperatur), bei 100%
Luftfeuchtigkeit und 5% CO2 gehalten. Medium fu¨r PBMNCs immer auf 37 °C vorwa¨r-
men (außer es wird ausdru¨cklich anders beschrieben). Die Zelldichte ist versuchsabha¨ngig,
allgemein sind Zelldichten um 1Ö 106 Zellen pro 1 ml anwendbar. Die Zellen alle 2 bis 3
Tage im Mikroskop kontrollieren, bei Bedarf Medienwechsel bzw. Zugabe von frischem
Medium.
2.2.4 Kryokonservierung von Zellen
2.2.4.1 Prinzip
2.2.4.1.1 Einfrieren
Vorteile der Kryokonservierung von vitalen Zellen sind der geringere Aufwand bei der
Erhaltung der Zellen im Vergleich zur Zellkultur, die Bevoratung von Zellen, sowie der
Erhalt einer homogeneren Ausgangspopulation, weil Altern und / oder Differenzierung in
Kultur minimiert werden. Bereits bei Ku¨hlung auf 0 °C sinkt der Zellmetabolismus, ab
=130 °C sind keine Vera¨nderungen an den Zellen mehr feststellbar. Zwischen 0 °C und
=20 °C bilden sich Eiskristalle im umgebenden Medium, dadurch erho¨ht sich die Kon-
zentration der noch gelo¨sten Mediumbestandteile und Wasser diffundiert aus der Zelle
nach außen [44]. Das Einfrieren muss so langsam erfolgen, dass sich innerhalb der Zelle
keine Eiskristalle bilden, und schnell genug, dass die Dehydration die Zellen nicht to¨tet,
fu¨r eukaryotische Zellen =1 °C bis =3 °C pro Minute. Bei eukaryotischen Zellen wird ein
sogenanntes kryoprotektives Agenz zugegeben, u¨blicherweise DMSO (Dimethylsufoxid) in
einer Konzentration von 5 bis 15 Prozent (v/v). Die Zugabe von Serum erho¨ht auch die
Vitalita¨t der Zellen.
2.2.4.1.2 Auftauen
Das Auftauen sollte zu¨gig erfolgen, um eine Kristallbildung wa¨hrend der Rehydration zu
verhindern. Die Zellen mu¨ssen danach sofort in einem vielfachen Volumen an Medium
mit autologem Serum, fo¨talem Ka¨lberserum (FKS) oder humanem Serumalbumin (HSA)
aufgenommen werden, um das DMSO herauszuverdu¨nnen.
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2.2.4.2 Materialien
2.2.4.2.1 Einfriermedium PBMNCs
RPMI 1640 GlutaMAX (Gibco)
10% (v/v) DMSO, Hybridoma-getestet (Sigma)
20% (v/v) FKS, hitzeinaktiviert
2.2.4.2.2 Auftaumedium
vorgewa¨rmtes Medium
10% FKS oder HSA
2.2.4.2.3 Verbrauchsmaterial
15 ml Ro¨hrchen
50 ml Ro¨hrchen
Plastikpipetten, 10 ml und 25 ml
Kryoro¨hrchen
2.2.4.2.4 Gera¨te
sterile Werkbank
Zentrifuge
elektrische Pipettierhilfe
Wasserbad
Isopropanolbad / Ku¨hlblock
=80 °C Ku¨hlschrank
N2-Tank
2.2.4.3 Durchfu¨hrung
2.2.4.3.1 Einfrieren
Nach Bestimmung der Zellzahl werden die Zellen pellettiert und in Einfriermedium resus-
pendiert, die Konzentration pro 1 ml auf mindestens 0,5 bis maximal 2Ö107 einstellen.
Pro Cryoro¨hrchen wird 1 ml Zellsuspension eingefroren. Die Cryoro¨hrchen in einen Ku¨hl-
block stellen und u¨ber Nacht im =80 °C Gefrierschrank einfrieren. Fu¨r Langzeitlagerung
in flu¨ssigen Stickstoff umsetzen.
2.2.4.3.2 Auftauen
Fu¨r jedes 1 ml Cryoro¨hrchen ein 15 ml Ro¨hrchen mit 10 ml auf RT angewa¨rmten Medium
mit 10 % FKS oder HSA vorbereiten. Die Ro¨hrchen im Wasserbad bei 37 °C antauen. Die
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aufgetauten Zellen vorsichtig in das 15 ml Ro¨hrchen u¨berfu¨hren, eventuell noch gefrorene
Teile durch Zugabe von etwas Medium lo¨sen und umpipettieren. Die 15 ml Ro¨hrchen
zum Durchmischen der Zellen ein- bis zweimal umdrehen. Die Zellen bei 300Ö g 10 min,
RT zentrifugieren. In 10 ml PBS aufnehmen, ein Aliquot zum Za¨hlen entnehmen, erneut
zentrifugieren. Je nach Bedarf weiter verwenden.
2.2.5 Intrazellula¨re Zytokinfa¨rbung
2.2.5.1 Prinzip
Aktivierte T-Zellen produzieren neben anderen Zytokine wie IFN-γ, IL-2. Die Produk-
tion dieser Zytokine la¨ßt sich z. B. durch eine intrazellula¨re Fa¨rbung nachweisen. Dazu
wird den Zellen Brefeldin A, ein Metabolit aus Penicillium brefeldianum, zugegeben, es
verhindert den Transport von Stoffen aus dem Zellinneren nach außen. Bei der Inku-
bation reichern sich so Zytokine im Zellinneren an. Die Zellen werden fixiert und nach
einer Permeabilisierung ihrer Membran auf das Zytokin gefa¨rbt. Die Fixierung geschieht
mit (Para-) Formaldehyd, die Permeabilisierung wird mit Detergenzien wie z. B. Saponin
erreicht.
Um das Ergebnis der Fa¨rbung zu beurteilen, werden immer eine unstimulierte Kontrolle
(Negativkontrolle) und eine Positivkontrolle (mit Superantigen wie z. B. SEB stimuliert)
mitgefa¨rbt, um unspezifische Fa¨rbungen genau zu ermitteln und den Hintergrund auszu-
schließen.
2.2.5.2 Materialien
2.2.5.2.1 SEB-Lo¨sung
Staphylococcus Enterotoxin B (SEB)
DMSO
1 mg SEB in 1 ml DMSO auflo¨sen, in Aliquots bei -20 °C lagern
2.2.5.2.2 PMA-Lo¨sung, 1000ÖSL
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)
Ethanol
0,5 mg PMA in 1 ml Ethanol lo¨sen, in Aliquots bei -20 °C lagern
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2.2.5.2.3 Ionomycinlo¨sung, 10ÖSL
Ionomycincalciumsalz
Ethanol
1 mg Ionomycin in 1 ml Ethanol lo¨sen, in Aliquots bei 4 °C lagern
2.2.5.2.4 Antigene
rekombinantes pp65 (Miltenyi Biotec)
SEB-Lo¨sung (vgl. 2.2.5.2.1)
PMA-Lo¨sung (vgl. 2.2.5.2.2)
Ionomycinlo¨sung (vgl. 2.2.5.2.3)
2.2.5.2.5 Brefeldin A Lo¨sung
Brefeldin A (BFA) von Sigma
in DMSO 1 mg/ml einstellen
Lo¨sung bei =20 °C lagern;
1 µl pro 100µl Zellsuspension verwenden
2.2.5.2.6 Antiko¨rper
αCD3-PC7
αCD8-FITC
αIFN-γ-PE (keine Tetramermessung parallel)
αIFN-γ-APC (Tetramermessung im gleichen Ansatz)
2.2.5.2.7 Lo¨sungen fu¨r Fixierung und Permeabilisierung
FIX + PERM Set (ADG):
Lo¨sung A (Fixierungslo¨sung)
Lo¨sung B (Permeabilisierungslo¨sung)
PBS
2.2.5.2.8 Verbrauchsmaterial
15 ml Ro¨hrchen
50 ml Ro¨hrchen
Plastikpipetten, 10 ml und 25 ml
1,5 ml Reaktionsgefa¨ße
Pipettenspitzen
Mehrfachpipettenspitze (Multistepper -Spitzen)
96-Loch-Platten
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2.2.5.2.9 Gera¨te
sterile Werkbank
Zentrifuge
elektrische Pipettierhilfe
Pipetten, 0,1 -2,5µl, 20 -200µl, 100 -1000µl
Mehrkanalpipette
Mehrfachdosierpipette (Multistepper)
Wasserbad
Brutschrank
2.2.5.3 Durchfu¨hrung
Die PBMNCs (Aufreinigung von PBMNCs siehe 2.2.1, S. 42) in einer 96-Loch-Platte mit
106 Zellen pro Loch aussa¨hen. In die Testansa¨tze jeweils 2µl pp65 pipettieren, SEB und
PMA (5 ng/ml) + Ionomycin(500 ng/ml) in die Positivkontrollen geben. Die Platte 1-2 h
bei 37 °C unter CO2-Begasung inkubieren. Zu jedem Ansatz BFA (10µg/ml) geben, durch
Pipettieren mischen und mindestens 4 h (oder u¨. N.) weiter inkubieren.
Fa¨rbelo¨sung aus PBS und Antiko¨rpern vorbereiten, dazu pro Loch je 5µl Antiko¨rper
(CD3 und CD8) und je 90µl PBS einsetzen. Die Platte bei 150Ö g 5 min zentrifugieren,
U¨berstand abkippen, Zellen in 100µl Fa¨rbelo¨sung resuspendieren. 15 min bei RT fa¨rben,
dabei dunkel halten - das gilt auch fu¨r alle weiteren Inkubationsschritte. Die Platte erneut
zentrifugieren, U¨berstand abkippen. Jedes Pellet in 100µl FIX+PERM Lo¨sung A resus-
pendieren, 15 min bei RT inkubieren. Fu¨r jeden Ansatz je 10µl IFN-γ-PE-Antiko¨rper
(Beckman Coulter) verwenden, ad 100µl mit FIX+PERM Lo¨sung B. Die Platte zentrifu-
gieren, U¨berstand abkippen und die Pellets in Lo¨sung B (mit Antiko¨rper) resuspendieren.
20 min bei RT fa¨rben, dann abzentrifugieren, 100µl PBS pro Loch zugeben und erneut
zentrifugieren. In Zytometerro¨hrchen 400µl PBS vorlegen. Die Zellpellets nach dem Wa-
schen gru¨ndlich in 100µl PBS resuspendieren und in ein Zytometerro¨hrchen u¨berfu¨hren.
Die Proben (Endvolumen 500µl) im Durchflusszytometer messen.
2.2.6 Immuno-magnetische Selektion von Zellen
2.2.6.1 Prinzip
Durch die Kopplung von Antiko¨rpern an paramagnetische Mikroeisenkugeln, sogenannte
Beads, ko¨nnen von dem Antiko¨rper gebundene Zellen u¨ber eine Sa¨ule isoliert werden. Die
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Sa¨ule ist mit Eisenwolle oder Eisenpartikeln gefu¨llt, durch Einha¨ngen in einen starken
Magneten wird in der Sa¨ule ein Magnetfeld induziert, so dass die Beads ha¨ngen bleiben.
Unmarkierte Zellen werden ausgewaschen, nach Entfernung des Magnetfeldes wird die
Zielpopulation von der Sa¨ule eluiert. Um die Zellen zu schonen, werden alle Inkubations-
schritte auf Eis durchgefu¨hrt, alle Puffer, Zellsuspensionen usw. werden geku¨hlt, wann
immer es mo¨glich ist.
Mit diesem einfachen System sind Positiv- und Negativ-Selektionen von Zellen mo¨glich,
je nach Antiko¨rper(n) an den Beads. Das Sa¨ulenmaterial bindet unspezifisch tote Zellen
und Zelltru¨mmer. Gerade bei der Anreicherung von Zellen, die nur in niedriger Frequenz
vorkommen, oder bei Proben mit niedriger Vitalita¨t werden tote Zellen mitangereichert.
Um die Reinheit der Zellen zu erho¨hen, kann die Zellsuspension u¨ber mehrere Sa¨ulen
gegeben werden.
Positivselektionen werden hier fu¨r CD3-positive Zellen durchgefu¨hrt. Der entsprechende
Antiko¨rper ist direkt an die Beads gebunden, die Zellen mu¨ssen nur einmal inkubiert und
gewaschen werden und ko¨nnen dann auf eine Sa¨ule aufgebracht werden. U¨blicherweise sind
CD3-positive Zellen in Mengen in den PBMNCs enthalten, die eine gute Anreicherung
(u¨ber 90%) und wenig unspezifische Anreicherung toter Zellen bereits nach einer Sa¨ule
erlauben.
2.2.6.2 Materialien
2.2.6.2.1 MACS-Puffer
PBS
0,5% (v/v) HSA
2 mM EDTA
2.2.6.2.2 CD3-Selektion
CD3-Microbeads, human (Miltenyi Biotec)
2.2.6.2.3 Verbrauchsmaterial
15 ml Ro¨hrchen
50 ml Ro¨hrchen
Plastikpipetten, 10 ml und 25 ml
1,5 ml Reaktionsgefa¨ße
Pipettenspitzen, 0,1 -10 µl, 20 -200µl, 100 -1000µl
MACS-Sa¨ulen, MS (Miltenyi Biotec)
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2.2.6.2.4 Gera¨te
sterile Werkbank
Zentrifuge
elektrische Pipettierhilfe
Pipetten, 0,1 -2,5µl, 20 -200µl, 100 -1000µl
MACS-Magneten fu¨r MS-Sa¨ulen
MACS-Magnetwand
Eismaschine
Eisbad
2.2.6.3 Durchfu¨hrung
Frisch isolierte (vgl. 2.2.1) oder aufgetaute (vgl. 2.2.4.3.2) PBMNCs in eiskaltem MACS-
Puffer resuspendieren, 80µl MACS-Puffer pro 1Ö 107 Zellen verwenden. Pro 1Ö 107 Zellen
20µl CD3-Microbeads zugeben, 15 min auf Eis inkubieren. Pro Aufreinigung 2 MS-Sa¨ulen
in Magneten einha¨ngen und jeweils mit 500 µl MACS-Puffer vorspu¨len. Proben mit 10 ml
MACS-Puffer waschen, abzentrifugieren bei 4 °C, 300Ö g, in 500µl MACS-Puffer aufneh-
men und auf die erste Sa¨ule geben. Sa¨ule dreimal mit 500µl MACS-Puffer waschen, dann
Sa¨ule aus dem Magnetfeld entfernen und Zellen mit 1 ml MACS-Puffer eluieren. Eluat auf
die zweite Sa¨ule aufbringen, wie gehabt waschen und eluieren.
2.2.7 Immuno-magnetische Aufreinigung zytokinsezernierender
Zellpopulationen
2.2.7.1 Prinzip
Das grundsa¨tzliche Prinzip bei der Verwendung magnetischer Beads wurde bereits erla¨u-
tert (vgl. 2.2.6.1). Der Cytokine Capture Assay bzw. Sekretionstest ist eine Reagenzien-
zusammenstellung zur Anreicherung zytokinsezernierender Zellen unter Verwendung von
magnetischen Beads. Bei der Aufreingung von zytokinproduzierenden Zellen ist ein mehr-
schrittiges Vorgehen no¨tig, da die sezernierten Zytokine nicht an den Zellen verbleiben.
Zuna¨chst werden die Zellen stimuliert und je nach Antigen 4 h (Peptide) bis 16 h (Pro-
teine) inkubiert, bis eine ausreichende Menge an Zytokinen produziert wird. Nachdem
vorhandene Zytokine ausgewaschen wurden, werden in der “Sekretionsphase” mit Hilfe
eines bispezifischen Antiko¨rpers, der einerseits ein Oberfla¨chenmoleku¨l auf der Zelle (z. B.
CD45) und andererseits das gesuchte Zytokin bindet, die sezernierten Zytokine an der
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Zelloberfla¨che gehalten. Mit einem weiteren Zytokinantiko¨rper und / oder Beads (mit An-
tiko¨rper gegen den Farbstoff am Zytokinantiko¨rper oder direkt gegen das Zytokin) kann
die Isolation der aktivierten bzw. zytokinausschu¨ttenden Zellen stattfinden.
2.2.7.2 Materialien
2.2.7.2.1 Isolation der Zellen
siehe 2.2.1.2, S. 42
2.2.7.2.2 Antigene
pp65 (Miltenyi Biotec)
CMV-Lysat (Stamm AD 169) (tebu-bio)
2.2.7.2.3 Superantigen(e)
SEB-Lo¨sung
2.2.7.2.4 Medien
RPMI1640 GlutaMAX (Gibco)
X-Vivo 15, mit Gentamycin (Cambrex)
CellGro (Cellgenix)
2.2.7.2.5 Antibiotika
Penicillin / Streptomycin 100ÖLo¨sung (Gibco)
Gentamycin, 1 ml Ampullen, 40 mg/ml (Ratiopharm)
2.2.7.2.6 MACS-Puffer
PBS
0,5% (v/v) HSA
2 mM EDTA
2.2.7.2.7 Aufreinigung IFN-γ sezernierender Zellen
IFN-γ Detection and Enrichment Kit (Miltenyi Biotec)
MiniMACS-Sa¨ulen (fu¨r maximal 108 Zellen mit ≤107 positiven/bindenden Zellen)
MACS-Puffer
2.2.7.2.8 Verbrauchsmaterial
vgl. Gewinnung von PBMNCs 2.2.1.2.2, S. 43
vgl. Kultur von PBMNCs 2.2.3.2.10, S. 46
vgl. Materialien bei CD3-Selektion 2.2.6.2.3, S. 52
2.2.7.2.9 Gera¨te
vgl. Gewinnung von PBMNCs 2.2.1.2.3, S. 43
vgl. Kultur von PBMNCs 2.2.3.2.11, S. 46
vgl. Materialien bei CD3-Selektion 2.2.6.2.4, S. 53
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2.2.7.3 Durchfu¨hrung
Tabelle 2.17 fasst die unterschiedlichen Ansa¨tze des IFN-γ-Sekretionstest zusammen. All-
gemein wurden die Proben minimal 12 h und maximal 16 h inkubiert, die Zellen geern-
tet und mit 10 ml MACS-Puffer gewaschen, alle Zentrifugationsschritte wurden bei 4 °C,
300Ö g, 10 min durchgefu¨hrt.
Die Zellen werden 5 min auf Eis mit dem bispezifischen Antiko¨rper gefa¨rbt, es folgt die
45 min Sekretionsphase (Volumen, Ro¨hrchen, Medium siehe Tab. 2.17). Danach werden
die Zellen zweimal gewaschen, beim ersten Waschen werden die Ro¨hrchen aus der Se-
kretionsphase mit eiskaltem MACS-Puffer aufgefu¨llt. Beim 2. Waschschritt werden die
aufgeteilten Ansa¨tze wieder in 15 ml-Ro¨hrchen vereinigt und erneut mit mindestens 10 ml
MACS gewaschen. Danach erfolgt die Markierung mit anti-IFN-γ-PE (10 min, 4 °C) und
je nach Versuch das Binden an PE-Microbeads (15 min, 4 °C) sowie die Aufreinigung
u¨ber Mini-MACS-Sa¨ulen. Dazu werden die Zellen in 1 ml MACS-Puffer aufgenommen
und auf die mit 500µl MACS-Puffer vorgespu¨lte Sa¨ule gegeben. Sobald die Flu¨ssigkeit
durchgetropft ist, wird 3Ömit 500µl MACS-Puffer gespu¨lt. Die Sa¨ule aus dem Magneten
entfernen und auf ein sauberes Ro¨hrchen aufsetzen, 1 ml MACS-Puffer zugeben und mit
Stempel eluieren. Den Vorgang bei der zweiten Sa¨ule wiederholen. Zellen nach Bedarf
weiter verarbeiten.
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Vorversuche Nachweis
transfundierter
Zellen in vivo
Testlauf fu¨r
Proliferations-
test
Medienvergleich Kontrolle der
angereicherten
Fraktion
Ausgangsmaterial: Blutmenge, HLA-Typ, CMV-Serostatus
50 ml PBL,
CMV-positive
Spender
40 ml PBL von
Patientin
200 ml PBL,
HLA-A*02-
positive,
CMV-positive
Spender
450 ml PBL,
HLA-A*02-
positive,
CMV-positive
Spender
450 ml PBL,
HLA-typisierte,
CMV-positive
Spender
Negativkontrolle, Platte / Zellzahl
24-LP / 1Ö 107 24-LP / 1Ö 107 24-LP / 0,5Ö 107 24-LP / 0,5Ö 107 24-LP / 0,5Ö 107
pp65, Platte / Zellzahl
24-LP / 1Ö 107 — 24-LP / 4Ö 107 6-LP / 1Ö 108 6-LP / 1Ö 108
Lysat, Platte / Zellzahl
24-LP / 1Ö 107 24-LP / 1Ö 107 — 6-LP / 1Ö 108 6-LP / 1Ö 108
Positivkontrolle (SEB), Platte / Zellzahl
24-LP / 1Ö 107 24-LP / 1Ö 107 24-LP / 0,5Ö 107 24-LP / 0,5Ö 107 24-LP / 0,5Ö 107
Reagenzien: bispezifischer Antiko¨rper, αIFN-γ-PE, αPE-Microbeads
20 µl oder 10 µl
pro 1Ö 107
10 µl pro 1Ö 107 10 µl pro 1Ö 107 20 µl pro 1Ö 107 10 µl pro 1Ö 107
Verdu¨nnung in Sekretionsphase, pp65/Lysat (oben) und Kontrollen (unten)
1 : 10, spa¨ter
1 : 100 (4Ö 25 ml
pro Ansatz in
50 ml Ro¨hrchen)
1 : 100 (4Ö 25 ml
pro Ansatz in
50 ml Ro¨hrchen)
1 : 100 (4Ö 25 ml
pro Ansatz in
50 ml Ro¨hrchen)
1 : 50 (2Ö 25 ml
pro 2Ö 107 Zellen
in 50 ml
Ro¨hrchen)
1 : 20 (10Ö 25 ml
pro 1Ö 108 Zellen
in 50 ml
Ro¨hrchen)
1 : 10, spa¨ter
1 : 100 (4Ö 25 ml
pro Ansatz in
50 ml Ro¨hrchen)
1 : 10 (10 ml im
15 ml Ro¨hrchen)
1 : 10 (10 ml im
15 ml Ro¨hrchen)
1 : 10 (10 ml im
15 ml Ro¨hrchen)
1 : 10 (10 ml im
15 ml Ro¨hrchen)
Medium
RPMI1640,
5% HSA,
Pen/Strep
RPMI1640,
5% HSA,
Pen/Strep
RPMI1640,
5% HSA,
Pen/Strep
RPMI1640,
5% HSA,
Pen/Strep;
CellGro, 5% HSA,
Gentamycin;
X-Vivo 15,
5% HSA
CellGro,
Gentamycin
Tabelle 2.17: U¨berblick u¨ber die verschiedenen Ansa¨tze des Sekretionstests; von links nach rechts:
verschiedene Versuche; von oben nach unten: Ausgangsmaterial, Ansa¨tze, verwendete Reagenzienmen-
gen, Verdu¨nnung und Medien; PBL = peripheres Blut (mit Heparin oder EDTA); LP = Loch-Platte;
HSA = humanes Serumalbumin; Pen/Strep = Penicillin / Streptomycin
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2.2.8 Generierung dendritischer Zellen aus mononuklea¨ren Zellen
des peripheren Blutes
2.2.8.1 Prinzip
2.2.8.1.1 Gewinnung der Ausgangspopulation u¨ber Plastikadha¨renz
Die Anzucht von dendritischen Zellen in vitro ist in diversen Vero¨ffentlichungen beschrie-
ben [45], [46]. Als Ausgangsmaterial dienen aufgereinigte Monozyten oder die adha¨rente
Fraktion der PBMNC, eine Abtrennung dieser Zellen ist u¨ber sogenannte Plastikadha¨renz
mo¨glich. Eine modifizierte Variante der Plastikadha¨renz ist das Beschichten der Plasti-
koberfla¨che mit humanem IgG: Die an das Plastik gebundenen Immunglobuline binden
effektiv adha¨rente, antigenpra¨sentierende Zellen und deren Vorla¨ufer.
2.2.8.1.2 Differenzierung zu unreifen dendritischen Zellen und Kryokonservierung
Die Differenzierung der Zellen zu DC wird mit GM-CSF und IL-4 eingeleitet. Die spa¨-
tere Ausreifung kann entweder mit Zytokinkombinationen wie PGE2, TNF-α und IL-
6 [47], [48] oder mit sogenanntem monozytenkonditioniertem Medium (MCM) [49], [50]
erreicht werden. Das MCM wird aus dem Mediumu¨berstand der adha¨renten Zellfraktion
vor Zytokinzugabe gewonnen. Unreife DC ko¨nnen eingefroren und fu¨r spa¨tere Beladung
und Ausreifung wieder aufgetaut werden. Nach der Ausreifung sterben DC relativ schnell
ab, sie tolerieren kein Einfrieren bzw. ko¨nnen nach dem Auftauen nicht mehr ihre anti-
genpra¨sentierenden Funktionen ausu¨ben.
2.2.8.1.3 Ausreifen und Beladen dendritischer Zellen
Die Zellen mu¨ssen nach dem Auftauen ca. 1 Tag ruhen. Eine Beladung mit Proteinan-
tigenen erfolgt vor der Ausreifung, Peptide ko¨nnen auf reife DCs gegeben werden. Die
Ausreifung wird durch MCM eingeleitet. Wa¨hrend der Differenzierung zu reifen DC ver-
a¨ndert sich neben den Oberfla¨chenmarkern - CD14 verschwindet, CD86 nimmt zuerst zu
und bei der Ausreifung ab, wa¨hrend CD83 und HLA-DR mit dem Reifegrad stark zu-
nehmen - auch deutlich das Erscheinungsbild der Zellen: Die adha¨renten, eventuell leicht
fibroblastischen Zellen kugeln sich ab und werden gro¨ßer; diese unreifen DC bilden dann
im Zuge der Ausreifung die typische Aststruktur aus, die Zellen sind semiadha¨rent. Daher
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Abbildung 2.2: Bild einer auf HLA-DR (blaue Fa¨rbung) gefa¨rbten DC, von C. M. Chalouni [51]
kann der Reifegrad und die Qualita¨t der DC rein mikroskopisch beurteilt werden. Das
Bild 2.2 zeigt eine reife, auf HLA-DR gefa¨rbte DC.
2.2.8.1.4 Kontrolle der Differenzierung und Reifung
Die Kontrolle der Differenzierung und Reifung erfolgt mikroskopisch und/oder u¨ber durch-
flusszytometrische Analyse der Oberfla¨chenmoleku¨le, die sich im Zuge der Reifung vera¨n-
dern. Die Kontrolle im Durchflusszytometer erfordert eine ho¨here Zellzahl, so dass nach
anfa¨nglicher U¨berpru¨fung mit beiden Methoden auf reine Mikroskopie umgestellt wurde.
2.2.8.2 Materialien
2.2.8.2.1 DC-Medium
RPMI 1640 GlutaMAX
2% autologes Plasma (Herstellung vgl. 2.2.2.3)
2.2.8.2.2 Zytokine
GM-CSF
IL-4
2.2.8.2.3 DC-Medium mit Zytokinen
DC-Medium (vgl. 2.2.8.2.1)
800 U/ml IL-4
500 U/ml GM-CSF
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2.2.8.2.4 Sonstige Lo¨sungen und Reagenzien
PBS
eventuell Einfriermedium (vgl. 2.2.4.2.1, S. 48)
humanes IgG (Sandoglobulin)
Monozytenkonditioniertes Medium (MCM), siehe 2.2.8.3.1, S. 59
2.2.8.2.5 Antiko¨rper
αCD14-PE (Beckman Coulter)
αCD83-FITC (Beckman Coulter)
αHLA-DR-FITC (Beckman Coulter)
αCD86-PE (Beckman Coulter)
2.2.8.2.6 Verbrauchsmaterial
vgl. Gewinnung von PBMNCs 2.2.1.2.2, S. 43
vgl. Kultur von PBMNCs 2.2.3.2.10, S. 46
vgl. Materialien bei CD3-Selektion 2.2.6.2.3, S. 52
Petrischalen, 10 cm Durchmesser (BD)
2.2.8.2.7 Gera¨te
vgl. Gewinnung von PBMNCs 2.2.1.2.3, S. 43
vgl. Kultur von PBMNCs 2.2.3.2.11, S. 46
2.2.8.3 Durchfu¨hrung
2.2.8.3.1 Gewinnung der Ausgangspopulation u¨ber Plastikadha¨renz und Herstellung des MCM
Zellen wie unter 2.2.1, S. 42 beschrieben aufarbeiten. Autologes Plasma wie unter 2.2.2,
S. 44 erkla¨rt herstellen.
Zur Beschichtung der 10 cm Plastikschalen (unmodifizierte Oberfla¨che, BD Falcon) pro
Schale 10 ml PBS mit 30µl Sandoglobulin mischen, Lo¨sung in die Schalen geben und
diese 30 min bei RT stehen lassen. Medium mit 2% autologem Plasma versetzen. Die
PBMNCs za¨hlen und in Medium auf 5Ö 107 Zellen in 10 ml einstellen (bei Verwendung
von kleinen Platten 1 bis 1,5Ö 107 in 4 ml). PBS/IgG-Gemisch aus den Platten entfernen,
Platten einmal mit kaltem PBS spu¨len. In jede Platte 10 ml Zellsuspension pipettieren,
durch vorsichtiges Schwenken verteilen und fu¨r 1 h im Brutschrank inkubieren (Tag 0).
Nach 1 h werden die nicht-adha¨renten Zellen abgenommen und frisches Medium zugegeben
und die Platten unter dem Mikroskop kontrolliert. Bei Bedarf den Vorgang wiederholen.
Die adha¨renten Zellen u¨. N. kultivieren. Am na¨chsten Tag das Medium abnehmen, steril
filtrieren und in Aliquots einfrieren - dies ist das MCM.
59
Kapitel 2. Materialien und Methoden
2.2.8.3.2 Differenzierung zu unreifen dendritischen Zellen und Konservierung
Nach der Abnahme des MCM frisches Medium mit 800 U/ml IL-4 und 500 U/ml GM-
CSF zugeben (Tag 1). Am u¨berna¨chsten Tag (Tag 3) die Ha¨lfte des Mediums vorsichtig
abnehmen und durch frisches Medium (mit Zytokinen) ersetzen, 24 h weiter inkubieren.
Die Zellen unter dem Mikroskop kontrollieren: unreife DC sind semi-adha¨rent. Das Medi-
um abnehmen, Platte einmal leicht mit PBS nachspu¨len, die Platte mit den adha¨renten
Zellen verwerfen. Ein Aliquot der Zellsuspension zum Za¨hlen entnehmen, unreife DC mit
Trypanblau in Neubauer-Za¨hlkammer za¨hlen. Dabei nur die lebenden DC za¨hlen (deutlich
gro¨ßer als Lymphozyten). Die unreifen DC bei 220Ö g, RT, 10 min zentrifugieren und ent-
weder in Medium auf 2Ö 106 Zellen in 3 ml einstellen (Ausreifung) oder in Einfriermedium
aufnehmen und einfrieren, 1 bis 5Ö 106 pro 1 ml Ro¨hrchen (Tag 4).
2.2.8.3.3 Auftauen, Beladen und Ausreifen dendritischer Zellen
Zum Auftauen der DCs fu¨r jedes Ro¨hrchen ein 15 ml Ro¨hrchen mit Medium (10% HSA)
vorbereiten. Ro¨hrchen im 37 °C-Wasserbad auftauen. Zum Medium geben, abzentrifu-
gieren und einmal mit 10 ml Medium waschen, ein Aliquot zum Za¨hlen entnehmen. In
Medium (mit Zytokinen) auf 2Ö 106 Zellen in 3 ml einstellen. Jeweils 3 ml Zellsuspension
in ein Loch einer 6-Loch-Platte geben, u¨. N. inkubieren. Wenn die DCs mit Proteinen
beladen werden sollen, diese jetzt zugeben. Am na¨chsten Tag (Tag 5) in jedes Loch 1 ml
MCM geben, vorsichtig mischen. Die DCs weitere 48 h inkubieren (Tag 7), Reifung ta¨glich
unter dem Mikroskop u¨berpru¨fen. Peptidantigene an Tag 6 zugeben.
2.2.8.3.4 Kontrolle der Differenzierung und Reifung
Der Pha¨notyp reifer DCs ist wie folgt: die Zellen sind semi-adha¨rent mit astartigen Aus-
la¨ufern. Die DC werden durch Abnehmen des Mediums geerntet, dabei vorsichtig jedes
Loch ein- bis zweimal mit dem Medium abspu¨len. Die DCs za¨hlen und nach Bedarf weiter
verwenden. Fu¨r die Analyse der Reifung mit Antiko¨rpern gegen CD14, HLA-DR, CD83
und CD86 fa¨rben: ca. 5Ö 105 DCs in 100µl PBS aufnehmen, Antiko¨rper nach Herstel-
lerangaben zugeben, 20 min bei 4 °C fa¨rben. Einmal mit PBS waschen, in 400µl PBS
resuspendieren und messen.
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2.2.9 Durchflusszytometrie
2.2.9.1 Prinzip
Ein synonym verwendeter Begriff fu¨r Durchflusszytometer ist FACS (engl. fluorescence
activated cell sorting), obwohl meistens die Zellen nur detektiert und nicht sortiert und
aufgefangen werden, alternativ steht die Abku¨rzung FACS daher auch fu¨r fluorescence
activated cell scanning. Im Durchflusszytometer ko¨nnen in sehr kurzer Zeit sehr viele Zel-
len charakterisiert werden. Die Zellsuspension wird eingsaugt und die einzelnen Zellen
hydrodynamisch focussiert, d. h. der Flu¨ssigkeitsstrom wird so geleitet, das in der soge-
nannten Durchflusszelle, in der auch die Anregung und Messung stattfindet, eine Zelle
nach der anderen in einem du¨nnen Flu¨ssigkeitsstrahl an der Lichtquelle und dem Detek-
tor vorbei la¨uft. Als Lichtquelle werden Laser verwendet, je nach Laser ko¨nnen unter-
schiedliche Fluoreszenzfarbstoffe angeregt werden. Die Fluoreszenzfarbstoffe werden an
Antiko¨rper gebunden, die Antiko¨rper binden hochspezifisch an Zellen und ermo¨glichen so
deren Charakterisierung. Antiko¨rper werden im Folgenden durch ein vorangestelltes “α”
gekennzeichnet.
Gleichzeitig zu einer oder mehreren Fluoreszenzen wird im Zytometer auch das Streulicht
gemessen, das von der Zelle zuru¨ckgeworfen wird. Das Vorwa¨rtsstreulicht ha¨ngt davon
ab, wie stark das Licht im flachen Winkel gebeugt wurde, und la¨sst Ru¨ckschlu¨sse auf die
Gro¨ße der Zelle zu. Das Seitwa¨rtsstreulicht dagegen ha¨ngt von der rechtwinkligen Beugung
ab und gibt u. a. Aufschluss u¨ber die Granularita¨t der Zelle. Die ha¨ufig verwendeten
Abku¨rzungen fu¨r diese beiden Parameter kommen aus dem Englischen: FS oder FSC
steht fu¨r forward scatter, SS oder SSC fu¨r side scatter.
Die Anzahl der Fluoreszenzkana¨le ist von Zytometer zu Zytometer verschieden, sie ha¨ngt
von der Lichtquelle und dem verwendeten Filtersystem ab, hier wurde ein 5-Kanal-
Durchflusszytometer mit einem blauen und einem roten Laser verwendet. Fa¨llt eine Zelle,
an deren Oberfla¨che fluoreszenzmarkierte Antiko¨rper gebunden wurden, durch die Durch-
flusszelle, regt der Laser den Fluoreszenzfarbstoff zur Emmission an. Das Licht geht durch
ein Filtersystem, so wird in jedem Fluoreszenzkanal nur ein bestimmter Ausschnitt aus
dem Spektrum gemessen. Am Detektor, meist einem Photomultiplier, wird dann die Fluo-
reszenzintensita¨t gemessen, sie kann linear oder logarithmisch versta¨rkt und dargestellt
werden. U¨ber einen an das Zytometer angeschlossenen Computer ko¨nnen die Messergeb-
nisse in Echtzeit beobachtet und ausgewertet werden, die Signalversta¨rkung kann ver-
a¨ndert und die Durchflussgeschwindigkeit variiert werden. Unterschiedliche Zelltypen be-
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du¨rfen unterschiedlicher Versta¨rkereinstellungen, vor allem im FS/SS. Wird mehr als ein
Fluoreszenzfarbstoff verwendet, muss eine Kompensation vorgenommen werden, um die
U¨berstrahlung der einzelnen Farben rechnerisch zu korrigieren. Obwohl durch den Fil-
terblock nur ein enger Wellenla¨ngenbereich einem bestimmten Fluoreszenzkanal zufa¨llt,
ko¨nnen Sto¨rsignale aus anderen Fluoreszenzen die Ergebnisse verfa¨lschen: Jeder Farb-
stoff emmittiert Licht in einem bestimmten Wellenla¨ngenbereich, er wird lediglich dem
Fluoreszenzkanal zugeordnet, in den das Emmissionmaximum fa¨llt, die Randbereiche der
Emmissionspektren ko¨nnen sich mit denen von anderen Farbstoffen u¨berschneiden. Die
Abbildung 2.3, S. 62 zeigt schematisch die U¨berlappung der Emmissionsspektren am Bei-
spiel der Farbstoffe FITC und PE: Die Spektren der beiden Farbstoffe u¨berlappen sich, bei
der Kompensation wird diese U¨berstrahlung - im Bild durch die blau gekennzeichneten
Bereiche repra¨sentiert - von den Messwerten in FL1 und FL2 abgezogen. Um sich einen
Eindruck von den U¨berstrahlungen und der no¨tigen Kompensation zu machen, werden
bei der Neuerstellung von Fa¨rbungen und Messprotokollen fu¨r jeden Antiko¨rper Einzel-
fa¨rbungen vorgenommen und damit das Protokoll eingemessen.
Abbildung 2.3: Schema zur U¨berlappung der Emmissionspektren von Fluoreszenzfarbstoffen am Beispiel
von FITC (gru¨ne Linie) und PE (orangene Linie): Die Maxima fallen in die gefilterten Bereiche fu¨r die
Fluoreszenzen 1 und 2 (graue Ka¨sten), das Spektrum von FITC reicht jedoch auch noch in FL2 hinein,
das von PE in die FL1. Die blau gekennzeichneten Bereiche sind U¨berlagerungen und werden durch
Kompensation von den Messwerten in FL1 und FL2 subtrahiert
2.2.9.2 Begriffserkla¨rungen
2.2.9.2.1 Plots
Das Wort plot umschreibt hier ein Diagramm, in dem einer oder mehrere Parameter der
durchflusszytometrischen Messung dargestellt werden. In einem Dot Plot werden 2 Kana¨le,
z. B. FS/SS oder 2 Fluoreszenzintensita¨ten, gegeneinander aufgetragen. Die Ereignisse
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werden als dots, also Einzelpunkte dargestellt. Eine Variation des Dot Plot ist der density
plot, bei der nicht Einzelpunkte gezeigt werden, sondern wie bei einem Hitzebild Bereichen
im Plot je nach Ereignisanzahl verschiedene Farben zugewiesen werden. Im Histogram
Plot wird nur ein Parameter betrachtet, die Zellgro¨ße (FS), Granularita¨t (SS) oder eine
Fluoreszenzintensita¨t wird auf der X-Achse aufgetragen, die Y-Achse zeigt die Anzahl der
Ereignisse.
2.2.9.2.2 Region
Eine Region ist eine definierte Ereignismenge innerhalb eines Plots. Anstatt Region ko¨nnte
man auch von einer Eingrenzung einer bestimmten Zellpopulation sprechen. Regionen sind
die Grundlage fu¨r gating. Hier typischerweise gesetzte Regionen sind z. B. “Lymphozyten”
im FS/SS oder “tote Zellen” im Histogrammplot der Fluoreszenz, in die der lebend/tot
Farbstoff fa¨llt. Eine Region kann gleichzeitig auch ein Gate sein, na¨mlich genau das,
welches die selbe Ereignismenge entha¨lt.
2.2.9.2.3 Gate
Ein gate (engl.: Tor, Anschnitt, Verschluss, Schleuse) ist im Prinzip ein Filter, der be-
stimmte Zellen ausfiltert oder einschließt. Ein Gate ist ein logischer Ausdruck aus einer
oder mehreren Regionen. Sollen z. B. nur lebende Lymphozyten in eine Messung mit ein-
bezogen werden, so werden die Regionen “Lymphozyten” und “tote Zellen” als Gate wie
folgt miteinander verknu¨pft: [lebende Lymphozyten = (Lymphozyten) und nicht (tote
Zellen)]. Beim sogenannten sequentiellen Gating wird eine Zellpopulation nach und nach
durch Setzen neuer Gates immer mehr eingegrenzt.
2.2.9.3 Allgemeine Materialien fu¨r die Durchflusszytometrie
2.2.9.3.1 Verschiedene FACS-Puffer
MACS-Puffer (vgl. 2.2.6.2.1, S. 52)
PBS mit 0,01% (w/v)
2.2.9.3.2 Antiko¨rper
komplette Antiko¨rperliste vgl. 2.1.3.2, S. 34
2.2.9.3.3 Zellen
ungefa¨rbte und gefa¨rbte PBMNCs
eventuell Za¨hlbeads
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2.2.9.3.4 Lo¨sungen fu¨r den Betrieb des Durchflusszytometers
Sheath-Flu¨ssigkeit
Cleanse, Spu¨lflu¨ssigkeit
2.2.9.3.5 Verbrauchsmaterial
5 ml Plastikro¨hrchen
2.2.9.3.6 Gera¨te
Durchflusszytometer FC500 (Beckman Coulter)
2.2.9.4 Durchfu¨hrung
Bei jeder Messung zuna¨chst FS/SS einstellen. Dann die beno¨tigten Diagramme, Regionen
und Gates erstellen. Die Fluoreszenzintensita¨ten mit Hilfe von einzeln gefa¨rbten Proben
einstellen. Bei mehr als einem Farbstoff Kompensation durchfu¨hren.
2.3 Quantifizierung CMV-bindender T-Zellen mit
Tetrameren
2.3.1 Markierung von PBMNCs mit Tetrameren
2.3.1.1 Prinzip
Um die Rekonstitution bzw. den Aufbau der Immunantwort gegen CMV in Patienten
nach HSCT (engl. hematopoietic stem cell transplantation) zu verfolgen, sollen die CMV-
bindenden CD8+-T-Zellen mit Tetrameren quantifiziert werden. Parallel wird die Anzahl
der CD3+-, CD4+- und CD8+-T-Zellen bestimmt. Der CD8-Antiko¨rper sollte nicht die
Bindung des Tetramers blockieren, eine Liste der geeigneten CD8-Antiko¨rper ist beim
Hersteller der Tetramere (Beckman Coulter) oder Pentamere (Proimmune) erha¨ltlich. Zur
Bestimmung der Tetramer-bindenden Zellen wird pro passendem Tetramer (hier maximal
4, je nach HLA-Typ) ein Ansatz mit CD3- und CD8-Antiko¨rpern, sowie dem jeweiligen
Tetramer gefa¨rbt, zusa¨tzlich wird eine Negativkontrolle mitgefu¨hrt. Das sogenannte Ne-
gativtetramer ist eine Mischung aus allen MHC-I-Molku¨len (beladen mit nicht relevanten
Peptiden), diese Komplexe sollten von keiner T-Zelle erkannt werden. Durch Verwendung
fluoreszierender beads als interner Standard kann die Anzahl der verschiedenen T-Zellen
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pro Mikroliter Blut bestimmt werden. Die Anzahl der Tetramer-bindenden CD8+-T-Zellen
pro Mikroliter Blut errechnet sich nach folgender Formel: (% spezifisches Tetramer bin-
dende CD8+-T-Zellen=% Negativtetramer bindende CD8+-T-Zellen)ÖCD8+-T-Zellen
pro Mikroliter. Blutproben werden von Spender und Empfa¨nger vor HSCT, und beim
Empfa¨nger nach HSCT an den Tagen +50, +100, +180 und +365 genommen, im Falle
einer CMV-Reaktivierung oder bei gesteigerter Immunsuppression z. B. aufgrund einer
GvHD werden in ku¨rzeren Intervallen (mindestens wo¨chentlich) Proben genommen.
2.3.1.2 Materialien
2.3.1.2.1 PE-makierte MHC-I-Peptidkomplexe / Tetramere
Tetramere (von Beckman Coulter)
HLA-Typ Epitop aus CMV-Protein Peptidsequenz
HLA-A*0101 pp50 VTEHDTLLY
HLA-A*0201 pp65 NLVPMVATV
HLA-A*2402 pp65 QYDPVAALF
HLA-B*0702 pp65 TPRVTGGGAM
HLA-B*0801 IE-1 ELRRKMMYM
HLA-B*3501 pp65 IPSINVHHY
Negativtetramer — —
Tabelle 2.18: Liste der verwendeten Tetramere und Herkunft der darin gebundenen Epitope
2.3.1.2.2 Antiko¨rper
αCD4-PE (Beckman Coulter)
αCD8-FITC (T8; Beckman Coulter)
αCD3-PC7 (Beckman Coulter)
FlowCount (Beckman Coulter)
2.3.1.2.3 Puffer und sonstige Reagenzien
VersaLyse (Beckman Coulter)
Fixierungslo¨sung (Beckman Coulter)
PBS
2.3.1.2.4 Probenpuffer
PBS
Paraformaldehyd (PFA) 0,01% (w/v)
zum Lo¨sen des PFA Lo¨sung kurz auf 80 °C erhitzen
2.3.1.2.5 Lo¨sungen fu¨r den Betrieb des Durchflusszytometers
siehe 2.2.9.3.4, S 64
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2.3.1.2.6 Verbrauchsmaterial
siehe 2.2.9.3.5, S 64
2.3.1.2.7 Gera¨te
siehe 2.2.9.3.6, S 64
2.3.1.3 Durchfu¨hrung
An den festgelegten Zeitpunkten werden nach Kontrolle der Zellzahl mindestens 2 ml
EDTA-Blut entnommen. Der Test muss innerhalb von 24 h erfolgen. Vor Beginn der Fa¨r-
bung die FlowCount-Lo¨sung kurz vortexen und bis zum Gebrauch wieder kalt stellen.
Die Antiko¨rper αCD3-PC7, αCD4-PE und αCD8-FITC werden nach Herstellerangaben
eingesetzt, hier jeweils 10µl. Nach einigen Testversuchen zeigte sich, dass anstatt 10µl pro
Ansatz 5µl Tetramer ausreichen, daher wurden 5µl verwendet. Zuna¨chst in Zytometer-
ro¨hrchen die Antiko¨rper bzw. Antiko¨rper und Tetramere vorlegen. Beim Immunpha¨notyp
CD3/CD4/CD8 (Ro¨hrchen 1 - R1) werden 100µl Blut zugegeben, nicht auf- und abpi-
pettieren. Fu¨r die Negativkontrolle (R2) und jedes zu testende Tetramer (R3-R6) 100 bis
400µl Blut in das jeweilige Zytometerro¨hrchen geben. Die Proben vortexen und 30 min
bei RT (Raumtemperatur) inkubieren, vor Licht schu¨tzen.
Erythrozyten in allen Ansa¨tzen wie folgt lysieren: Fu¨r Lyselo¨sung pro 10 ml VersaLyse
250µl Fixierlo¨sung zugeben, gut mischen, Lo¨sung immer frisch ansetzen. Pro 100µl Blut
wird 1 ml Lyse verwendet. Das Zytometerro¨hrchen auf Vortexer halten und wa¨hrend des
Schu¨ttelns die Lyse zugeben. Die Proben 15 min abgedunkelt bei RT inkubieren.
Ansatz R1 bleibt unvera¨ndert. Die Ansa¨tze R2-R6 10 min bei 150Ö g abzentrifugieren,
U¨berstand verwerfen. Mit 3 ml Probenpuffer (PBS mit 0,01% PFA) waschen, erneut zen-
trifugieren. Die Pellets in R2-R6 fu¨r die Zytometeranalyse in 400µl Probenpuffer (vgl.
2.3.1.2.4) aufnehmen. Die FlowCount-Lo¨sung aus dem Ku¨hlschrank nehmen und zwei-
bis dreimal schwenken. Mit der selben Pipette, mit der das Blut pipettiert wurde, und
dem gleichen Spitzentyp 100µl FlowCount in R1 geben, dabei darauf achten, dass weder
Schaum noch Tropfen der Lo¨sung an der Pipettenspitze haften. Die Proben bis zur Mes-
sung, maximal jedoch 24 h, im Ku¨hlschrank aufbewahren. Alle Proben vor der Messung
kurz vortexen.
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2.3.2 Quantifizierung Tetramer-positiver Zellen im
Durchflusszytometer
2.3.2.1 Prinzip
Bei der Zytometeranalyse wird durch sequentielles gating die Population der CD8+-T-
Zellen festgelegt. Dazu wird zuna¨chst eine Region um die Lymphozytenwolke im FS/SS
(engl. forward scatter/side scatter ; Trennung Zellgro¨ße vs. Granularita¨t) gesetzt. Beim
Immunpha¨notyp werden zusa¨tzlich die fluoreszierenden Beads ausgeschlossen. Dann wird
die Population der CD3+-CD8+-T-Zellen eingegrenzt. Innerhalb dieser Population wird
der prozentuale Anteil an Tetramer-positiven Zellen gemessen. Die Abbildung 2.4, S. 67
gibt einen U¨berblick u¨ber den Aufbau der Messprotokolle.
Abbildung 2.4: Ereignisfilterung (gating) bei der Bestimmung des Immunpha¨notyps (obere Reihe)
und der Bestimmung der Tetramer-bindenden CD8-T-Zellen (untere Reihe): Im FS/SS Lin wird die
Region “Lymphozyten” (blau) erstellt, sowie die Region “Beads” (lila). Die Beads werden ausgefiltert,
innerhalb der Lymphozytenpopulation werden die CD3+-CD4+- (orange) und CD3+-CD8+-T-Zellen
(gru¨n) bestimmt (obere Reihe) bzw. innerhalb der CD3+-CD8+-T-Zellen die Tetramer-bindenden Zel-
len (orange; untere Reihe); FS Lin /SS Lin = forward scatter versus side scatter, lineare Darstellung,
FL* Log = Fluoreszenzkanal, logarithmische Darstellung
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2.3.2.2 Materialien
Proben R1 bis R6 (siehe 2.3.1.3)
2.3.2.3 Durchfu¨hrung
Bei der Messung der Proben fu¨r den Immunpha¨notyp mindestens 1100 FlowCount-Beads
und mindestens 10000 Lymphozyten akquirieren. Bei der Bestimmung der Tetramer-
positiven Zellen mindestens 10000 Lymphozyten, 1000 CD3-CD8-T-Zellen und 100
Tetramer-positive Zellen akquirieren. Bei Bedarf Position der Gates anpassen.
2.3.3 U¨berpru¨fung der Funktionalita¨t
2.3.3.1 Prinzip
Die Bindung eines Tetramers an eine T-Zelle bedeutet lediglich, dass dieser T-Zell-Klon
eine Zelle mit dem entsprechenden MHC-I-Moleku¨l und passendem CMV-Epitop auf ei-
ner infizierten Zelle binden kann. Die Funktionalita¨t der Tetramer-bindenden T-Zellen
kann festgestellt werden, wenn die Tetramerfa¨rbung mit einer Aktivierung der T-Zellen
und Bestimmung der Zytokinproduktion kombiniert wird. Zur Aktivierung der T-Zellen
ko¨nnen entweder Gesamtprotein (pp65 oder Viruslysat) oder Peptidantigene (die gleichen
wie im jeweiligen Tetramer) und Kostimulatoren - Antiko¨rper oder Chemikalien, die an
Rezeptoren an der T-Zelloberfla¨che binden - zugegeben werden. Der Nachweis der Zyto-
kinproduktion durch funktionelle T-Zellen erfolgt durch intrazellula¨re Fa¨rbung.
2.3.3.2 Materialien
siehe 2.2.5.2, S. 49
2.3.3.3 Durchfu¨hrung
Unstimulierte Zellen dienen als Negativkontrolle, mit Superantigen stimulierte als Posi-
tivkontrolle. Als Antigen zur Stimulation der CMV-spezifischen T-Zellen wurde pp65 ver-
wendet. Die intrazellula¨re Fa¨rbung wie in 2.2.5.3, S. 51 beschrieben ansetzen und durch-
fu¨hren, mit folgenden Modifikationen: Fu¨r die Bestimmung IFN-γ-sezernierender Zellen
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einen Ansatz, fu¨r jedes parallel zu messende Tetramer einen weiteren Ansatz machen. Die
Tetramere vor Zugabe der Antigene zu den jeweiligen Ansa¨tzen pipettieren und 10 min
bei RT inkubieren. Die intrazellula¨re Fa¨rbung kann auch durchgefu¨hrt werden, wenn kein
Tetramer gebunden wird, dann wird wie bei den anderen IFN-γ-Bestimmungen ein IFN-
γ-PE-Antiko¨rper verwendet. Sollen IFN-γ und Tetramere im gleichen Ansatz gemessen
werden, muss ein IFN-γ-Antiko¨rper in einer anderen Farbe verwendet werden, hier APC.
Proben 15 min abgedunkelt bei RT fa¨rben. Im Permeabilisierungsschritt fu¨r jeden An-
satz 10µl IFN-γ-PE-Antiko¨rper (Beckman Coulter) oder 2µl IFN-γ-APC-Antiko¨rper (BD
Biosciences) einsetzen, ad 100µl mit FIX+PERM Lo¨sung B.
2.4 Stimulation und Aufreinigung CMV-reaktiver Zellen -
Vorversuche
2.4.1 Aufreinigung IFN-γ sezernierender Zellen nach in vitro
Stimulation mit Viruslysat oder rekombinantem pp65
2.4.1.1 Prinzip
Der sogenannte “IFN-γ Detection and Enrichment Kit” (Miltenyi Biotec) wird verwen-
det, um CMV-reaktive T-Zellen aus dem Blut CMV-seropositiver Blutspender aufzureini-
gen. Zuna¨chst wird der allgemeine Ablauf der Aufreinigung u¨berpru¨ft, optimiert und ein
Analyseprotokoll im Durchflusszytometer erstellt. Dazu wurden CMV-positiven freiwilli-
gen Blutspendern (nach Erla¨uterung der Untersuchung und Zustimmung der Probanden)
ca. 50 ml Heparin-Blut abgenommen. Die PBMNCs werden durch Inkubation mit CMV-
Antigenen aktiviert und anschließend aufgereinigt.
2.4.1.2 Materialien
Die Materialien fu¨r den Sekretionstest wurden bereits unter 2.2.7.2, S. 54 genannt.
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2.4.1.3 Durchfu¨hrung
Die Aufreinigung erfolgte zuna¨chst nach Angaben des Herstellers (Miltenyi Biotec). Zell-
zahlen und Ansa¨tze siehe Tabelle 2.17, S. 56. Bei spa¨teren Aufarbeitungen wurde das
Protokoll modifiziert, anstatt der angegebenen 20µl pro 1Ö 107 Zellen wurden 10µl ver-
wendet. Die Verdu¨nnung in der Sekretionsphase wurde von urspru¨nglich 1 : 10 auf 1 : 100
erho¨ht. Vor der Bindung der anti-PE-Microbeads wurde ein Aliquot aus jedem Ansatz
entnommen, um den Anteil der IFN-γ-sezernierenden Zellen zu bestimmen. Eine Anrei-
cherung u¨ber 2 Sa¨ulen wurde angestrebt, wenn zu wenig Material gewonnen wurde, wurde
auf die zweite Sa¨ule verzichtet. Das Eluat wurde fu¨r die Analyse im Durchflusszytometer
in 2 Aliquots von 500µl geteilt.
2.4.2 Analyse der verschiedenen Zellfraktionen im
Durchflusszytometer
2.4.2.1 Prinzip
Die Menge der mit pp65 oder Viruslysat stimulierbaren Zellen wird anhand der Produktion
von IFN-γ nachgewiesen. Dazu werden mit dem “IFN-γ Detection and Enrichment Kit”
bzw. dem Sekretionstest die IFN-γ-sezernierenden Zellen mit einem Antiko¨rper, hier PE,
angefa¨rbt und aufgereinigt. Um Unterschiede in der Rekrutierung von CD4+- oder CD8+-
T-Zellen bei den verschiedenen Antigenen zu sehen, werden die Ansa¨tze zusa¨tzlich mit
Antiko¨rpern gegen CD4 oder CD8 gefa¨rbt. Tote Zellen werden durch die Verwendung des
Lebend-tot-Farbstoffes 7-AAD ausgeschlossen. Die Zellen werden im Durchflusszytome-
ter gemessen, dabei kann durch Filtern bestimmter Populationen ihre Zusammensetzung
genauer bestimmt werden.
2.4.2.2 Materialien
2.4.2.2.1 Proben und Probenpuffer
verschiedene Zellaliquots (aus 2.4.1.3)
MACS-Puffer
2.4.2.2.2 Antiko¨rper und andere Farbstoffe
αCD4-FITC (Miltenyi Biotec)
αCD8-FITC (Miltenyi Biotec)
7-AAD
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2.4.2.2.3 Analyse der Zellen im Durchflusszytometer
Lo¨sungen/Puffer fu¨r den Betrieb des Durchflusszytometers siehe 2.2.9.3.4, S. 64
Probenro¨hrchen siehe 2.2.9.3.5, S. 64
Zytometer siehe 2.2.9.3.6, S. 64
2.4.2.3 Durchfu¨hrung
Die stimulierten Ansa¨tze vor Aufreingung sowie das geteilte Eluat (vgl. 2.4.1.3) mit je 20µl
αCD4-FITC bzw. αCD8-FITC versetzen, 20 min dunkel auf Eis inkubieren. Die Proben
mit 2 ml MACS-Puffer waschen. Die Pellets in 500µl MACS-Puffer aufnehmen, jeweils
10µl 7-AAD zugeben und im Durchflusszytometer messen.
Fu¨r die Analyse der Zellen nach dem IFN-γ-Sekretionstest im FS/SS eine Region fu¨r die
Lymphozyten anlegen, in dieser Region mindestens 20000 Ereignisse za¨hlen lassen. Die
maximale Ereigniszahl fu¨r den FS/SS als Stoppbedingung auf 100000 Ereignisse setzen.
Einen Histogrammplot fu¨r FL4 erstellen, hier gibt das 7-AAD-Signal die Anzahl der toten
bzw. apoptotischen Zellen wieder. Eine Region fu¨r die toten Zellen (positives Signal in
FL4) anlegen. Danach ein Gate fu¨r lebende Lymphozyten anlegen. Einen Histogrammplot
fu¨r die FL2 (Signal des anti-IFN-γ-PE) anlegen, außerdem einen Dot Plot mit FL1 vs. FL2,
um den Anteil der CD4- bzw. CD8-positiven Zellen in der IFN-γ-positiven Population zu
ermitteln, alle diese Plots auf lebende Lymphozyten filtern lassen. Im Histogramm fu¨r die
FL2 eine Region fu¨r die IFN-γ-positiven Zellen erstellen.
Die vorbereiteten Proben messen. Fu¨r die Auswertung eines Spenders die Regionen an-
hand der Negativkontrolle einstellen, alle weiteren Proben dieses Spenders mit diesen
Einstellungen analysieren.
2.5 Nachweis transfundierter CMV-Zellen in vivo
2.5.1 Transfusion der Zellen
Die Zellen wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Einsele (ehemals Universita¨t Tu¨bingen)
in der GMP-Einheit der Universita¨t Tu¨bingen hergestellt. Die Ethikkommision erteilte
unter der Nr. 3588 am 23.08.2004 ihre Genehmigung. Die Aufreinigung erfolgte am Clini-
MACS (Miltenyi Biotec) mit dem “IFN-γ Cytokine Capture Assay”. Als Antigen wurde
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rekombinantes pp65 (Miltenyi Biotec) verwendet, die Behandlung lief als Heilversuch. Die
Zellen wurden per Kurier nach Hannover gesendet und transfundiert. Das zur Aufreini-
gung angewandte Protokoll glich dem von Einsele et al. publizierten [52].
2.5.2 Nachweis der transfundierten antigenspezifischen Zellen
2.5.2.1 Prinzip
Zum Nachweis der transfundierten Zellen werden an verschiedenen Zeitpunkten nach
Transfusion Blutproben entnommen. Zur Gewinnung der Zellen wurde bei der Stimu-
lation pp65 verwendet, im Organismus werden sie jedoch mit dem ganzen Virus konfron-
tiert. Beim Nachweis der transfundierten Zellen wird Viruslysat als Antigen verwendet,
um erstens den Nachweis der Zellen mit einem anderen Antigen durchzufu¨hren, als es
bei der Stimulation verwendet wurde, und zweitens die CD4-Antwort besser beobachten
zu ko¨nnen. Der Nachweis der ansprechenden Zellen erfolgte mit dem Sekretionstest und
anschließender Analyse der Zellen im Durchflusszytometer.
2.5.2.2 Materialien
siehe 2.2.7.2, S. 54
2.5.2.3 Durchfu¨hrung
Die PBMNCs u¨ber Ficoll (vgl. 2.2.1, S. 42) aufreinigen, Zellzahl bestimmen und in RPMI
mit 5% HSA auf 1Ö 107 / 1 ml einstellen. Den Sekretionsassay durchfu¨hren (vgl. 2.2.7.3,
S. 55), jeweils 10µl der Reagenzien verwenden, im Sekretionsschritt 1:100 verdu¨nnen (vgl.
2.17, S. 56). Die Proben zusa¨tzlich mit αCD4-FITC und αCD8-FITC sowie 7-AAD fa¨rben
(vgl. 2.4.2.3, S. 71) und im Durchflusszytometer messen. Zur Bewertung des klinischen
Ansprechens die Messwerte mit den klinischen Daten vergleichen, insbesondere der Anzahl
der pp65-positiven Leukozyten.
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2.6 Etablierung von funktionellen Tests zur Beurteilung
angereicherter antigenspezifischer Zellen
2.6.1 Vitalfa¨rbung mit CFSE
2.6.1.1 Prinzip
Vitalfarbstoffe sind Reagenzien, die ausschließlich lebende Zellen anfa¨rben. Die Funktion
der Zellen soll dadurch mo¨glichst wenig beeintra¨chtigt werden. Anwendungsbeispiele sind
der Nachweis transfundierter Zellen in vivo, die Abtrennung von Populationen bei Mi-
kroskopie und FACS-Analytik oder Untersuchungen der Zellteilung oder des Absterbens
von Zellen. Je nach Anwendung sind Eigenschaften wie Erhaltungsdauer der Fa¨rbung,
Weitergabe des Farbstoffs an Tochterzellen und Zersto¨rung des Farbstoffes / Signals beim
Absterben der Zelle wichtig.
Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der Weitergabe des Vitalfarbstoffes CFSE (Carboxyfluores-
ceinsuccinimidylester) an die Tochterpopulationen (unten) und den daraus resultierenden Signalen im
Durchflusszytometer (oben).
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Fu¨r durchflusszytometrische Tests und in vivo tracking wird Carboxyfluoresceinsuccinimi-
dylester (CFSE) verwendet. Die geeignete Konzentration des Farbstoffes muss fu¨r jeden
Zelltyp und die jeweilige Anwendung experimentell festgestellt werden, da die Zellen je
nach Art (humane Zellen, Mauszellen, Zelllinie etc.) und Zustand (frisch, kultiviert, auf-
getaut etc.) unterschiedlich stark gefa¨rbt werden. Das CFSE bzw. eigentlich CFDA SE
(Carboxy-Fluorescein-Di-Acetat Succinimidylester), diffundiert passiv in die Zellen. Es
bleibt farblos und fluoresziert nicht, bis die Acetatgruppen von interzellula¨ren Estera-
sen abgespalten werden. Dadurch entsteht das stark fluoreszierende CFSE. Die Succi-
nimidylestergruppen reagieren mit intrazellula¨ren Aminen und bilden so fluoreszierende
Konjugate. Diese ko¨nnen z. B. mit Formaldehyd fixiert werden. U¨berschu¨ssiges CFDA SE
diffundiert wieder aus der Zelle ins umgebende Medium und kann ausgewaschen werden.
Die angefa¨rbten Zellen behalten ihre Fluoreszenz und geben die Konjugate bei Teilungen
gleichma¨ßig an die Tochterzellen weiter. Dadurch bilden sich nach la¨ngere Kulturdauer
unterschiedlich stark fluoreszierende Populationen aus, wobei mit jeder Teilung die Signal-
intensita¨t halbiert wird (vgl. Abb. 2.5, S.73). Werden die Zellen abgeto¨tet, so werden auch
die fluoreszierenden Konjugate zersto¨rt. Der Farbstoff erfa¨hrt dabei keine Rekonstitution,
so dass er andere Zellen nicht erneut fa¨rben kann.
2.6.1.2 Materialien
2.6.1.2.1 Reagenzien
CFSE (Sigma)
DMF (N,N -Dimethylformamid)
PBS
RPMI-Medium
20% HSA-Lo¨sung
2.6.1.2.2 CFSE-Stammlo¨sung
10 mM in DMF
2.6.1.2.3 CFSE-Fa¨rbelo¨sung
CFSE-Stammlo¨sung
1:1000 in PBS
2.6.1.2.4 Blocken der Fa¨rbung
20% HSA-Lo¨sung
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2.6.1.2.5 Verbrauchsmaterial
vgl. Gewinnung von PBMNCs 2.2.1.2.2, S. 43
vgl. Kultur von PBMNCs 2.2.3.2.10, S. 46
2.6.1.2.6 Gera¨te
vgl. Gewinnung von PBMNCs 2.2.1.2.3, S. 43
vgl. Kultur von PBMNCs 2.2.3.2.11, S. 46
Rotationsmischer “MACS-Mix”
Eisbad
2.6.1.3 Durchfu¨hrung
10 mM Stammlo¨sung in DMF ansetzen, in Aliquots bei =20 °C lagern. Zwischen 10 und
20µl CFSE-SL mit 10 ml PBS mischen (1:500 oder 1:1000, ergibt 20 bzw. 10µM Fa¨r-
belo¨sung), fu¨r geringere Konzentrationen entsprechend weiter verdu¨nnen (fu¨r humane
PBMNCs 0,2 bis 2µM), auf 37°C erwa¨rmen. Zellen vor der Fa¨rbung mindestens einmal
mit PBS waschen, um Serumru¨cksta¨nde zu entfernen. Die zu fa¨rbenden Zellen pelletieren
und in der warmen Fa¨rbelo¨sung resuspendieren, 10 bis 15 min bei 37°C inkubieren. Nach
der Inkubation die Fa¨rbung durch Zugabe von 2 ml 20% HSA (oder FKS) abstoppen,
Ansatz 2 min auf Eis stellen, dann bei ca. 300Ö g abzentrifugieren. Zellen noch ein- bis
zweimal mit 10 ml kaltem PBS waschen. Das Zellpellet weist je nach Fa¨rbeintensita¨t eine
zarte bis deutliche hellgru¨ne Fa¨rbung auf. Die Zellen je nach Verwendungszweck weiter
verarbeiten.
2.6.2 Proliferationstest mit CFSE
2.6.2.1 Prinzip
T-Zellen beginnen bei Kontakt mit einer APZ mit passendem Antigen nicht nur mit der
Produktion von Zytokinen, aktivierte Klone beginnen auch zu proliferieren. Die Prolifera-
tion gilt als deutliches Zeichen der Antigenspezifita¨t und Aktivita¨t des jeweiligen Klons.
Die mixed-lymphocyte-cultures (MLC) werden verwendet, um bei Stammzellspenden die
Vertra¨glichkeit zwischen Spender- und Empfa¨ngerzellen im Hinblick auf HLA-II zu u¨ber-
pru¨fen: kommt es bei der Kokultivierung von Lymphozyten beider Personen zu einer
Proliferation, deutet dies auf eine Alloreaktion hin. Die Zellproliferation wird klassisch
u¨ber H3-Thymidineinbau bestimmt, nicht radioaktive Methoden unter Verwendung von
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Vitalfarbstoffen lo¨sen diese aber immer mehr ab, vor allem weil sie mehr Mo¨glichkei-
ten zur Charakterisierung der proliferierenden Zellen geben [53], in Ma¨usen auch in vivo
anwendbar [54] und sensitiver sind [55].
Um die Testmethode zu etablieren, soll die Mitogen-induzierte Proliferation von PBMNCs
mit CFSE-Fa¨rbung verfolgt werden, dieser Ansatz kann spa¨ter auch als Positivkontrolle
dienen. Danach wird zur Simulation der spa¨teren Testbedingungen mit aufgereinigten T-
Zellen eine kommerziell erha¨ltliche Zelllinie gegen das HLA-A*02-Epitop NLVPMVATV
mit CFSE angefa¨rbt und die Proliferation mit NLVPMVATV-Peptid beladenen T2-Zellen
angeregt. Die T2-Zellen sind positiv fu¨r HLA-A2 und B5, allerdings wird das B5-Moleku¨l
nicht auf der Oberfla¨che exprimiert [56], [57]. Da die T2 TAP-defizient sind, ko¨nnen sie
keine Proteinantigene prozessieren, sondern nur exogen mit Peptiden beladen werden;
dabei werden die A2-Moleku¨le durch die Bindung passender Epitope stabilisiert.
2.6.2.2 Materialien
2.6.2.2.1 CFSE-Fa¨rbung
CFSE-SL (siehe 2.6.1.2.2, S. 74)
Blocken der Fa¨rbung (siehe 2.6.1.2.4, S. 74)
2.6.2.2.2 Zytokine und andere Mediumzusa¨tze
IL-2 (Proleukin), 1000ÖLo¨sung, steril filtriert
PMA (vgl. 2.2.5.2.2, S. 49) Ionomycin (vgl. 2.2.5.2.3, S. 50)
2.6.2.2.3 Medien
T-Zellmedium (siehe 2.2.3.2.7, S.46)
T-Zellmedium zur Expansion (siehe 2.2.3.2.8, S.46)
(T-Zellmedien mit RPMI und HSA ansetzen)
T2-Medium (siehe 2.2.3.2.9, S.46)
2.6.2.2.4 Verbrauchsmaterial
vgl. Gewinnung von PBMNCs 2.2.1.2.2, S. 43
vgl. Kultur von PBMNCs 2.2.3.2.10, S. 46
25 cm2 Flaschen mit Filterdeckel
2.6.2.2.5 Gera¨te
vgl. Gewinnung von PBMNCs 2.2.1.2.3, S. 43
vgl. Kultur von PBMNCs 2.2.3.2.11, S. 46
Rotationsmischer “MACS-Mix”
Eisbad
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2.6.2.3 Durchfu¨hrung
2.6.2.3.1 Austesten der geeigneten Farbstoffkonzentration
Es werden fu¨r beide Versuche jeweils ca. 20 ml Blut beno¨tigt. Zur Etablierung der CFSE-
Fa¨rbung werden verschiedene Farbstoffkonzentrationen von 0,5 bis 10µM ausgetestet,
dabei werden humane PBMNCs jeweils 15 min gefa¨rbt. In einer 24-Loch-Platte werden
pro Loch 1Ö 106 gefa¨rbte PBMNCs ausgesa¨ht, pro Konzentration 4 Lo¨cher, zusa¨tzlich
4 Lo¨cher mit ungefa¨rbten PBMNCs. An Tag 1, Tag 4, Tag 7 und Tag 10 wird jeweils
ein Loch der ungefa¨rbten Zellen und von jeder CFSE-Konzentration geerntet. Die Zellen
werden mit 5 ml PBS gewaschen, in 400µl PBS resuspendiert und mit 20µl 7-AAD gefa¨rbt.
Dann wird die Fluoreszenzintensita¨t der CFSE-Fa¨rbung und der Anteil der toten bzw.
apoptotischen Zellen im Durchflusszytometer gemessen.
2.6.2.3.2 Etablierung des Proliferationstests an proliferierenden PBMNCs
Zur Etablierung des Proliferationstests werden (nachdem die optimale Konzentration der
Fa¨rbelo¨sung ermittelt worden ist) ca. 7Ö 106 frisch isolierte PBMNCs mit 1 mM CFSE
15 min gefa¨rbt. Die Zellen werden gewaschen und in RPMI mit 5% HSA und 5 U/ml
IL-2 auf 106 Zellen / 1 ml eingestellt. In einer 24-Loch-Platte werden 6 Lo¨cher mit 1 ml
der gefa¨rbten Zellen ausgesa¨ht, als Kontrolle außerdem 3 Lo¨cher mit ungefa¨rbten Zellen.
Zu 3 Ansa¨tzen der gefa¨rbten Zellen werden PMA/Ionomycin und 50 U/ml IL-2 gegeben.
Die restlichen gefa¨rbten und ungefa¨rbten Zellen werden noch am gleichen Tag (Tag 0)
im Durchflusszytometer gemessen (Fa¨rbung mit 7-AAD wie oben). An den Tagen 1, 4,
und 7 werden ungefa¨rbte Zellen, CFSE-gefa¨rbte, unstimulierte Zellen und CFSE-gefa¨rbte
stimulierte Zellen (PMA/Ionomycin und IL-2) geerntet, mit 7-AAD gefa¨rbt und gemessen,
dabei wird zusa¨tzlich zur Simulation der spa¨teren Situation, in der gefa¨rbte und ungefa¨rbte
Zellen gleichzeitig messbar sein sollen, ein Ansatz aus CFSE-gefa¨rbten und ungefa¨rbten
Zellen gemischt.
2.6.2.3.3 Testlauf mit expandierten CMV-spezifischen T-Zellen
Von zwei CMV-seropositiven Blutspendern werden aus jeweils 200 ml Vollblut PBMNCs
isoliert. Ein Teil (1,5Ö 10 7 Zellen) wird zur Herstellung von DCs verwendet (vgl. 2.2.8.3,
S. 59). Die DCs zur Ausreifung in mindestens 3 Ansa¨tze aufteilen, in 2 Ansa¨tze an Tag
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5 je 20µl bzw. 40µl pp65 geben. 4Ö 10 7 PBMNCs werden fu¨r eine Anreicherung von
CMV-T-Zellen mittels IFN-γ-Sekretionstest verwendet, dabei werden in die Positiv- und
Negativkontrolle jeweils nur 10 6 Zellen in einer 96-Loch-Platte verwendet. Die Ansa¨tze mit
pp65 werden steril aufgearbeitet und ein Aliquot zur Analyse im Zytometer entnommen.
Die u¨brigen Zellen werden in T-Zellmedium zur Expansion (RPMI 1640, mit HSA) in einer
24-Loch-Platte bei maximal 10 6/ Loch ausgesa¨ht. In die Ha¨lfte der Ansa¨tze werden als
Fu¨tterzellen jeweils 5Ö 10 6 bestrahlte Zellen (30 Gy) aus dem Sa¨ulendurchfluss gegeben.
Die Zellen alle 48 h im Mikroskop kontrollieren, bei Bedarf teilen und frisches Medium
zugeben. Nach einer Expansion von 7 Tagen die Zellen ernten. Einen Proliferationstest
mit 1Ö 10 5 expandierten CMV-T-Zellen 1Ö 10 4 DC durchfu¨hren.
2.6.2.3.4 Proliferationstest mit kommerzieller Zelllinie
2.6.2.3.5 Kultivierung von T2-Zellen
Die Zellen in RPMI1640 mit 20% FKS und Gentamycin in 25 cm2 Flaschen kultivieren,
alle 2 bis 3 Tage 1:4 splitten
2.6.2.3.6 Auftauen der Zelllinie
Zelllinie gegen das HLA-A02-Epitop NLVPMVATV (proimmune, UK; im Folgenden als
CTLNLVP bezeichnet) nach Herstellerangaben auftauen, dazu die Zellen kurz bei 37 °C
auftauen, in 50 ml Ro¨hrchen u¨berfu¨hren und langsam 9 ml warmes Medium (hier CellGro)
zutropfen. Dann 10 ml kaltes Medium zugeben und bei 450Ö g 10 min abzentrifugieren.
U¨berstand verwerfen und Zellen in 3 ml Medium (mit 5 U/ml IL-2) aufnehmen, u¨ber Nacht
im Brutschrank ruhen lassen.
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Messung T-Zellen,
ungefa¨rbt,
allein
T-Zellen,
CFSE, allein
T-Zellen,
CFSE vs.
unbeladene T2
T-Zellen,
CFSE vs.
beladene T2
Tag 1 5Ö 10 5 CTL 5Ö 10 5 CTL 5Ö 10 5 CTL +
5Ö 10 4 T2
5Ö 10 5 CTL +
5Ö 10 4 T2
Tag 4 5Ö 10 5 CTL 5Ö 10 5 CTL 5Ö 10 5 CTL +
5Ö 10 4 T2
5Ö 10 5 CTL +
5Ö 10 4 T2
Tag 7 5Ö 10 5 CTL 5Ö 10 5 CTL 5Ö 10 5 CTL +
5Ö 10 4 T2
5Ö 10 5 CTL +
5Ö 10 4 T2
Bedarf an Zellen
CTL 1,5Ö 10 6 CTL 1,5Ö 10 6 CTL 1,5Ö 10 6 CTL 1,5Ö 10 6 CTL
T2 — — 1,5Ö 10 5 T2 1,5Ö 10 5 T2
Tabelle 2.19: Ansatz des Proliferationstests mit Zelllinie gegen das HLA-A02-Epitop NLVPMVATV
(CTL) gegen Peptid-beladene T2-Zellen (T2)
2.6.2.3.7 Beladung der T2 und Ansetzen des Tests
T2-Zellen abzentrifugieren, in frischem Medium (RPMI1640, 10% FCS, Gentamycin) auf-
nehmen, mit Peptid NLVPMVATV beladen, dazu 10µg/ml Peptid zugeben und u¨. N. im
Brutschrank inkubieren. Die T2-Zellen am na¨chsten Tag bei 300Ö g abzentrifugieren, auf
5Ö 104/50µl einstellen und bestrahlen (30 Gy). Die Zelllinie CTLNLVP mit CFSE fa¨rben,
auf 5Ö 105/50µl einstellen und Proliferationstest in 24-Loch-Platte ansetzen (Endvolumen
100µl/Loch), 5Ö 10 5 T-Zellen gegen 5Ö 10 4 T2. Die Tabelle 2.19 gibt einen U¨berblick
u¨ber die Beladung der Platte und den Bedarf an Zellen.
2.6.3 Degranulationstest
2.6.3.1 Prinzip
Wird eine zytotoxische Zelle aktiv und beginnt mit der Ausschu¨ttung ihrer Granula, ge-
langen Lysosom assoziierte Proteine, LAMP (engl. lysosome associated membran protein)
an die Zelloberfla¨che. Daher kann das LAMP-1 bzw. CD107a zum Nachweis einer zytoto-
xischen Reaktion einer Zelle dienen. Kombiniert man die Fa¨rbung gegen CD107a mit einer
Fa¨rbung zur Feststellung von Apoptose, kann gleichzeitig das Absterben der angegriffenen
Zellen beobachtet werden [37], [38]. Wichtig ist bei dem Test, dass der CD107a-Antiko¨rper
bereits in der Lo¨sung vorhanden ist, bevor das Antigen zugegeben wird, damit er dann
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sofort binden kann. Außerdem muss den Ansa¨tzen nach 1 h Brefeldin A oder Monensin
zugegeben werden, beide verhindern die vollsta¨ndige Ablo¨sung der zur Oberfla¨che gewan-
derten Membranen und Proteine.
2.6.3.2 Materialien
2.6.3.2.1 Zellinien
vgl. Zelllinien beim Proliferationstest mit kommerzieller Zelllinie 2.6.2.2.3, S. 76
2.6.3.2.2 CFSE-Fa¨rbung
CFSE-SL (siehe 2.6.1.2.2, S. 74)
Blocken der Fa¨rbung (siehe 2.6.1.2.4, S. 74)
2.6.3.2.3 Fa¨rbung auf CD107a
BFA-SL (siehe 2.2.5.2.5, S. 50)
αCD107a-PC5 (BD Biosciences)
2.6.3.2.4 Fa¨rbung fu¨r Analyse im Durchflusszytometer
Annexin-V-PE, mit Annexinbindepuffer (Beckman Coulter)
αCD3-PC7 (Beckman Coulter)
2.6.3.2.5 Verbrauchsmaterial
vgl. Gewinnung von PBMNCs 2.2.1.2.2, S. 43
vgl. Kultur von PBMNCs 2.2.3.2.10, S. 46
25 cm2 Flaschen mit Filterdeckel
2.6.3.2.6 Gera¨te
vgl. Gewinnung von PBMNCs 2.2.1.2.3, S. 43
vgl. Kultur von PBMNCs 2.2.3.2.11, S. 46
Rotationsmischer “MACS-Mix”
Eisbad
2.6.3.3 Durchfu¨hrung
Die Zelllinie CTLNLVP und die T2-Zellen wie beim Proliferationstest vorbereiten (vgl.
2.6.2.3.4, S. 78). Am na¨chsten Tag die CTL mit CFSE fa¨rben, um die Effektorpopulation
von den Zielzellen abzugrenzen. Danach auf 2Ö 106 Zellen in 200µl Medium einstellen.
Die T2-Zellen bei 300Ö g abzentrifugieren, auf 1Ö 105/100µl einstellen. In einer 96-Loch-
Platte jeweils ein Loch mit 200µl CTL fu¨llen, seriell verdu¨nnen und 20µl CD107a-PC5
zugeben. Beladene und unbeladene T2 zugeben, außerdem je ein Loch nur mit den T2
fu¨llen (Kontrolle der maximalen Vitalita¨t) und die Platte 1 h im Brutschrank inkubieren.
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Die Abbildung 2.6 gibt einen U¨berblick u¨ber die Beladung der 96-Loch-Platte. Danach
BFA (10µg/ml) zu jedem Ansatz geben und u¨. N. weiter inkubieren. Am na¨chsten Tag
die Zellen nach Herstellerangaben (Beckman Coulter) mit Annexin-V-PE und αCD3-PC7
fa¨rben.
Abbildung 2.6: Beladung der Platte fu¨r den Degranulationstest: in den Lo¨chern fu¨r die 1 : 10, 1 : 5 und
1 : 2,5 Ansa¨tze 100 µl Medium vorlegen, in die Lo¨cher fu¨r 1 : 20 Verdu¨nnung 200 µl Zellsuspension mit
1Ö 106/100 µl CTLNLVP geben, jeweils 100 µl von links nach rechts in na¨chste Loch geben und mischen
(serielle Verdu¨nnung); anschließend die Zielzellen (T2) zugeben
2.7 Austestung verschiedener GMP-Medien bei der
Stimulation, Anreicherung und Expansion
CMV-spezifischer T-Zellen
2.7.1 Isolierung mononuklea¨rer Zellen fu¨r den Medienvergleich
2.7.1.1 Prinzip
Das Prinzip der Ficolldichtegradientenzentrifugation wurde bereits unter 2.2.1.4, S. 43 er-
la¨utert. Fu¨r die Aufarbeitung einer Blutkonserve sind die LeukoSep-Ro¨hrchen besser
geeignet, da die Aufreinigung so schneller und einfacher ist. Die isolierten PBMNCs wer-
den sowohl fu¨r den Sekretionstest, als auch zur Isolierung von CD3+-T-Zellen und zur
Generierung von DCs verwendet.
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2.7.1.2 Materialien
2.7.1.2.1 Isolierung von PBMNCs
Ficoll und PBS (siehe 2.2.1.2.1, S. 42)
2.7.1.2.2 DC-Generierung
DC-Medium (siehe 2.2.8.2.1, S. 58)
DC-Medium mit Zytokinen (siehe 2.2.8.2.3, S. 58)
autologes Plasma (siehe 2.2.2.2.1, S. 44)
Zytokine (siehe 2.2.8.2.2, S. 58)
humanes IgG (siehe 2.2.8.2.4, S. 59)
MCM (siehe 2.2.8.2.4, S. 59)
2.7.1.2.3 CD3-Selektion
CD3-Microbeads (siehe 2.2.6.2.2, S. 52)
MACS-Puffer (siehe 2.2.6.2.1, S. 52)
2.7.1.2.4 Kryokonservierung
Einfriermedium (siehe 2.2.4.2.1, S. 48)
Auftaumedium (siehe 2.2.4.2.2, S. 48)
2.7.1.2.5 Verbrauchsmaterial
vgl. Gewinnung von PBMNCs 2.2.1.2.2, S. 43
vgl. Kultur von PBMNCs 2.2.3.2.10, S. 46
vgl. Einfrieren von Zellen 2.2.4.2.3, S. 48
vgl. Gewinnung von Plasma 2.2.2.2.1, S. 44
Petrischalen, 10 cm Durchmesser (BD)
2.7.1.2.6 Gera¨te
vgl. Gewinnung von PBMNCs 2.2.1.2.3, S. 43
vgl. Kultur von PBMNCs 2.2.3.2.11, S. 46
Schere
2.7.1.3 Durchfu¨hrung
Autologes Plasma, wie unter 2.2.2.3, S. 45 beschrieben, herstellen. Die Isolation der PB-
MNCs durchfu¨hren (vgl. 2.2.1.4, S. 43), 2Ö 107 fu¨r eine spa¨tere CD3-Isolation einfrieren
oder CD3-Anreicherung wie unter 2.2.6.3, S. 53 durchfu¨hren und die CD3-positiven Zel-
len einfrieren. Zur Isolation der CD3-Zellen 2Ö 107 PBMNCs verwenden. 1 bis 1,5Ö 107
PBMNCs zur Generierung von DCs wie unter 2.2.8.3, S. 59 verwenden.
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2.7.2 Vergleich verschiedener Medien bei der Gewinnung von
CMV-spezifischen, IFN-γ sezernierenden T-Zellen
2.7.2.1 Prinzip
Um die Aufreinigung von CMV-spezifischen T-Zellen u¨ber IFN-γ Sekretion fu¨r den kli-
nischen Einsatz zu optimieren, werden die Medien X-Vivo15 und CellGro, beide GMP-
konform hergestellt und fu¨r den klinischen Einsatz geeignet, parallel mit dem sonst fu¨r
die Kultur von PBMNCs eingesetztem RPMI1640 verwendet. Die Zellzahl in verschie-
denen Aufreinigungsschritten, die Vitalita¨t der Zellen sowie Reinheit/Anreicherungsgrad
der IFN-γ-sezernierenden Population werden fu¨r die verschiedenen Ausgangsmedien ver-
glichen. Als Ausgangsmaterial dienen frische Blutkonserven HLA-A*02-positiver, CMV-
positiver Blutspender.
Die aufgereinigten CMV-T-Zellen werden auf ihre Funktionalita¨t hin u¨berpru¨ft, dazu wer-
den als Vergleich CD3+-Zellen aus der selben Blutspende isoliert. Außerdem werden DC
generiert, die dann mit CMV-Antigen beladenen und zur Stimulation der aufgereinigten
CMV-T-Zellen und CD3+-Zellen benutzt werden. Um die Alloreaktivita¨t abzuscha¨tzen,
werden außerdem DC von einem vierten, nicht HLA-A*02-positiven Blutspender gene-
riert.
Da die Anzahl der aufgereinigten T-Zellen bei der Durchfu¨hrung im Labormaßstab nicht
fu¨r funktionelle Untersuchungen ausreicht, wird eine unspezifische Expansion der aufge-
reinigten CMV-T-Zellen mit IL-2 durchgefu¨hrt. Die verschiedenen Medien werden dabei
auch auf ihre Eignung fu¨r die Expansion getestet.
Um herauszufinden, ob auch kryokonserviertes Material fu¨r den Sekretionstest geeignet
ist, wird der Sekretionstest mit kryokonservierten Zellen wiederholt. Zum Vergleich wird
parallel zur Kontrolle eine intrazellula¨re Fa¨rbung angesetzt, die auch bei eingefrorenen
Zellen Ergebnisse liefert.
2.7.2.2 Materialien
2.7.2.2.1 Sekretionstest
siehe 2.2.7.2, S. 54
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2.7.2.2.2 Antiko¨rper und Farbstoffe fu¨r Analyse im Zytometer
αCD3-PC7 (Beckman Coulter)
αCD4-FITC (Beckman Coulter)
αCD8-FITC (Beckman Coulter)
7AAD (Beckman Coulter)
2.7.2.2.3 Analyse der Zellen im Durchflusszytometer
Lo¨sungen/Puffer fu¨r den Betrieb des Durchflusszytometers siehe 2.2.9.3.4, S. 64
Probenro¨hrchen siehe 2.2.9.3.5, S. 64
Zytometer siehe 2.2.9.3.6, S. 64
2.7.2.3 Durchfu¨hrung
Der Versuchsablauf beim Medienvergleich erstreckt sich u¨ber minimal 7 Tage bis 2 Wo-
chen, je nach Ausbeute an CMV-T-Zellen und der no¨tigen Expansionsphase. Die ein-
gesetzten Zellmengen, Medien und Verdu¨nnungen etc. sind der Tabelle 2.17, S. 56 zu
entnehmen.
Nach der u¨. N. Stimulation ein Aliquot der Zellen zum Za¨hlen entnehmen. Vor der Se-
kretionsphase und nach der Sekretionsphase ca. 1Ö 106 Zellen fu¨r Analyse im Zytometer
entnehmen. Aus dem 1 ml Eluat 200µl fu¨r Analyse im Zytometer entnehmen, die Zellzahl
bestimmen, die u¨brigen Zellen pelletieren und in dem jeweiligen Medium mit 10% auto-
logem Plasma und 50 U/ml IL-2 aufnehmen und expandieren, bis ausreichend Zellen fu¨r
den Proliferationstest zur Verfu¨gung stehen. Die Fa¨rbung fu¨r die Analyse im Zytometer
ist der Tabelle 2.20, S. 85 zu entnehmen.
Zur Generierung der “alloDC” wurde eine nicht HLA-A*02-positive Blutkonserve verwen-
det, unreife DCs in Aliquots zu 2Ö 104 eingefroren und bei Bedarf wieder aufgetaut (siehe
2.2.8.3, S. 59).
Fu¨r die Wiederholung des Sekretionstests (mit jeweils 1Ö 107 Zellen pro Ansatz) und
zum Ansetzen der intrazellula¨ren Fa¨rbung Zellen auftauen (2.2.4.3.2, S. 48), intrazellula¨re
Fa¨rbung (2.2.5.3, S. 51) durchfu¨hren und Zellen im Durchflusszytometer analysieren.
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Fa¨rbung der Proben fu¨r die Analyse im Durchflusszytometer
Nr. Probe FL1 FL2 FL4 FL5
1 -K 7AAD — — 7AAD —
2 -K CD4 / CD8 αCD4-FITC — 7AAD αCD8-PC7
3 pp65 7AAD — — 7AAD —
4 SEB 7AAD — — 7AAD —
5 -K vor Sa¨ule — αIFN-γ-PE 7AAD —
6 pp65 vor Sa¨ule — αIFN-γ-PE 7AAD —
7 SEB vor Sa¨ule — αIFN-γ-PE 7AAD —
8 pp65 aufgereinigt CD4 / CD8 αCD4-FITC αIFN-γ-PE 7AAD αCD8-PC7
Tabelle 2.20: U¨berblick u¨ber die Fa¨rbung der verschiedenen Proben aus dem Sekretionstest beim Me-
dienvergleich: -K = Negativkontrolle, SEB = Positivkontrolle, pp65 = mit pp65 stimulierte Zellen; 1-4 vor
der Sekretionsphase, “vor Sa¨ule” Ansa¨tze nach Sekretionsphase vor Aufreinigung, “aufgereinigt” nach
Anreicherung u¨ber 2 Sa¨ulen, 7AAD = Lebend-tot-Farbstoff.
2.7.3 Expansion und U¨berpru¨fung der Funktionalita¨t
2.7.3.1 Prinzip
Durch Anfa¨rben der aufgereinigten T-Zellen mit CFSE und der anschließenden Kokultur
mit beladenen autologen DCs oder unbeladenen allogenen DCs kann deren Antigenspe-
zifita¨t bestimmt bzw. Alloreaktivita¨t ausgeschlossen werden. Als Vergleich zu aufgerei-
nigten, antigenspezifischen T-Zellen ko¨nnen nicht stimulierte CD3+-T-Zellen dienen. Die
aufgereinigten CMV-T-Zellen proliferieren optimaler Weise nur in der Kokultur mit den
CMV-Antigen-beladenen DCs (hier pp65), nicht jedoch bei den unbeladenen DC. Die
CD3+-T-Zellen ko¨nnen Hinweise auf alloreaktive T-Zell-Klone geben, im direkten Ver-
gleich sollten die aufgereinigten CMV-T-Zellen mehr spezifische Proliferation und wenig
bis keine Alloreaktivita¨t im Vergleich zu den CD3+-T-Zellen zeigen.
2.7.3.2 Materialien
2.7.3.2.1 Expansion der T-Zellen
T-Zellmedium fu¨r Expansion (siehe 2.2.3.2.8, S. 46)
mit RPMI1640, CellGro und X-Vivo 15 ansetzen
2.7.3.2.2 Verbrauchsmaterial
vgl. Kultur von PBMNCs 2.2.3.2.10, S. 46
vgl. Materialien bei CD3-Selektion 2.2.6.2.3, S. 52
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2.7.3.2.3 Gera¨te
vgl. Kultur von PBMNCs 2.2.3.2.11, S. 46
vgl. Materialien bei CD3-Selektion 2.2.6.2.4, S. 53
2.7.3.2.4 Proliferationstest
CFSE-Fa¨rbung siehe 2.6.1.2, S. 74 αCD3-PC7 (Beckman Coulter)
αCD4-PE (Beckman Coulter)
αCD8-PC5 (Beckman Coulter)
CFSE-SL
2.7.3.3 Durchfu¨hrung
2.7.3.3.1 Beladung der DC mit Antigenen
Die unreifen DCs werden entweder aufgetaut oder an Tag vier aus der Petrischale ent-
nommen und in 3 Lo¨cher einer 6-Loch-Platte verteilt. Je 2Ö 106 unreife DC pro Loch
aussa¨hen und mit 20µl bzw. 40µl pp65 beladen. Ein Ansatz mit autologen DC und die
“alloDC” bleiben als Kontrollansa¨tze unbeladen: die unbeladenen autologen DCs dienen
zur Bestimmung der Hintergrundproliferation, die “alloDC” haben einen anderen HLA-
Typ (sogenannte 3rd party Kontrolle) und sollen alloreaktive T-Zellen zur Proliferation
bringen. Am na¨chsten Tag MCM zum Ausreifen zugeben, Details zur DC-Generierung
unter 2.2.8.3 ab S. 59.
2.7.3.3.2 CFSE-Fa¨rbung
Die CFSE-Fa¨rbung wurde bereits unter 2.6.1.3 , S. 75 erla¨utert. Die T-Zellen werden mit
2µM CFSE-Lo¨sung fu¨r 30 min gefa¨rbt.
2.7.3.3.3 Proliferationstest
Der Test wird in einer 96-Loch-Platte durchgefu¨hrt, eine U¨bersicht zur Beschickung der
Platte findet sich in Abbildung 2.7. Folgende Ansa¨tze werden fu¨r jedes Medium getestet:
1. Negativpopulation: nicht CFSE gefa¨rbte CMV-T-Zellen oder CD3+ (allein)
2. Negativkontrolle: CFSE-gefa¨rbte CMV-T-Zellen oder CD3+ vs. autologe, unbeladene DCs
3. Spezifita¨tstest: CFSE-gefa¨rbte CMV-T-Zellen oder CD3+ vs. autologe, pp65-beladene DCs
4. allo Kontrolle: CFSE-gefa¨rbte CMV-T-Zellen oder CD3+ vs. allogene, unbeladene DCs
5. Positivpopulation: CFSE-gefa¨rbte CMV-T-Zellen oder CD3+ (allein)
6. Positivkontrolle: CFSE-gefa¨rbte CMV-T-Zellen oder CD3+ mit PMA + Ionomycin (+ allo DCs)
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Abbildung 2.7: Beschickung der 96-Loch-Platte fu¨r den Proliferationstest beim Medienvergleich: links
ist vermerkt, ob die T-Zellen mit CFSE gefa¨rbt wurden (gru¨n), rechts sind die einzelnen Ansa¨tze benannt;
in den einzelnen Lo¨chern werden die verwendeten DCs und Antigene genannt: autologe DCs (hellblau),
allogene DCs (orange), pp65 (blau) und PMA/Ionomycin (“PHA”, rot). Alle Ansa¨tze werden sowohl fu¨r
die CMV-T-Zellen als auch fu¨r die CD3+-T-Zellen in jedem Medium gemacht.
Pro Loch werden 50µl T-Zell-Suspension mit 50µl DC-Suspension gemischt. Fu¨r die Posi-
tivkontrolle die PMA-SL (0,5 mg/ml) 1:1000 mit Medium verdu¨nnen, 1µl davon auf 100µl
Kulturmedium (= 5 ng/ml) geben, die Ionomycin-SL (1 mg/ml) 1:10 mit Medium verdu¨n-
nen, 0,5µl davon auf 100µl Kulturmedium geben (= 500 ng/ml), außerdem 50 U/ml IL-2
zugeben. Die Platte 7 Tage bei 37 °C inkubieren, dann die Zellen ernten, in 5 ml Ro¨hrchen
u¨berfu¨hren und mit 2 ml PBS waschen. In 100µl PBS resuspendieren und gegen CD3,
CD4 und CD8 fa¨rben (15 min, RT), erneut waschen, in 500µl PBS resuspendieren und im
Durchflusszytometer messen.
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2.8 Charakterisierung der aufgereinigten Zellfraktion
nach IFN-γ Sekretionsassay
2.8.1 Aufreinigung IFN-γ sezernierender Zellen
2.8.1.1 Prinzip
Neben den IFN-γ-produzierenden T-Zellen und toten Zellen sind auch noch andere leben-
de Zellen im Eluat nach der Anreicherung der IFN-γ-produzierenden Zellen vorhanden,
die IFN-γ-positive Population besteht nicht ausschließlich aus T-Zellen. Um die Zusam-
mensetzung des Eluates genauer zu bestimmen und spa¨ter Qualtita¨tsstandards zu de-
finieren, werden CMV-T-Zellen mittels IFN-γ-Sekretionstest angereichert und das Eluat
mit Antiko¨rpern gegen Oberfla¨chenmarker verschiedener wichtiger Immunzellen (B-Zellen,
NK-Zellen) charakterisiert.
Die verwendeten Proben stammen von CMV-seropositiven, HLA-typisierten Blutspen-
dern. Der HLA-Typ soll in die Auswertung mit einbezogen werden, um eine potentielle
HLA-Abha¨ngigkeit der Stimulationswirkung des pp65 abzuscha¨tzen. Außerdem werden
PBMNCs dieser gut charakterisierten Proben kryokonserviert, um Material fu¨r weitere
Tests (Degranulationstest; Stimulation mit rekombinanten Proteinen) zur Verfu¨gung zu
haben.
2.8.1.2 Materialien
2.8.1.2.1 Sekretionstest
siehe 2.2.7.2, S. 54
2.8.1.3 Durchfu¨hrung
Es werden 10 CMV-seropositive, HLA-typisierte Blutspender einbestellt, einer pro Wo-
che. 450 ml Blut werden aufgearbeitet, ein Teil der Zellen wird fu¨r den Sekretionstest
verwendet, der Rest wird vital eingefroren. Den Sekretionstest mit je 1Ö 108 Zellen fu¨r
den Ansatz mit pp65 und den Ansatz mit CMV-Lysat durchfu¨hren (vgl. 2.2.7.3, S. 55
und Tabelle 2.17, S. 56), Positiv- und Negativkontrolle mit 1Ö 107 Zellen. Parallel eine
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intrazellula¨re Fa¨rbung mit 1Ö 106 PBMNCs fu¨r die Ansa¨tze mit pp65 bzw. Lysat und
0,5Ö 106 PBMNCs fu¨r die Kontrollen (vgl. 2.2.5.3, S. 51) ansetzen.
2.8.2 Analyse im Durchflusszytometer
2.8.2.1 Prinzip
Die mit unterschiedlichen Antigenen stimulierten Zellen vor und nach Anreicherung wer-
den in 4 Aliquots aufgeteilt und zusa¨tzlich zu der Fa¨rbung auf IFN-γ mit Antiko¨rpern ge-
gen die typischen Oberfla¨chenmarker fu¨r T-Zellen (CD3, CD4 oder CD8), B-Zellen (CD19,
CD20), NK-Zellen (CD16, CD56) und Monozyten / Makrophagen (CD14), außerdem mit
einem Antiko¨rper gegen den Aktivierungsmarker CD25 gefa¨rbt. Durch sequentielles Ga-
ting werden die Zusammensetzung der IFN-γ-positiven und -negativen Populationen, so-
wie die Gesamtverteilung der einzelnen Zelltypen untersucht.
2.8.2.2 Materialien
2.8.2.2.1 Antiko¨rper
αCD4-FITC (Beckman Coulter)
αCD16-FITC (Beckman Coulter)
αCD19-FITC (Beckman Coulter)
αCD25-FITC (Beckman Coulter)
αIFN-γ-PE (Miltenyi Biotec)
αCD3-ECD (Beckman Coulter)
αCD8-PC7 (Beckman Coulter)
αCD56-PC7 (Beckman Coulter)
αCD20-PC7 (Beckman Coulter)
αCD14-PC7 (Beckman Coulter) 7AAD (Beckman Coulter)
2.8.2.2.2 Analyse der Zellen im Durchflusszytometer
Lo¨sungen/Puffer fu¨r den Betrieb des Durchflusszytometers siehe 2.2.9.3.4, S. 64
Probenro¨hrchen siehe 2.2.9.3.5, S. 64
Zytometer siehe 2.2.9.3.6, S. 64
2.8.2.3 Durchfu¨hrung
Die Tabelle 2.21 gibt einen U¨berblick u¨ber die gemessenen Ansa¨tze. Es werden mindestens
50000 Ereignisse im FS/SS, mindestens 1000 CD3-positive Zellen und 100 IFN-γ-positive
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Zellen in den stimulierten Ansa¨tzen gemessen. Nur lebende Zellen werden in die Auswer-
tung mit eingeschlossen, die CD4+- und CD8+-T-Zellen, die B-Zellen, NK-Zellen sowie
die Monozyten und aktivierten Zellen werden durch entsprechendes Filtern jeweils fu¨r alle
lebenden Zellen, in der IFN-γ-positiven und in der IFN-γ-negativen Population bestimmt.
Fa¨rbung der Proben fu¨r die Analyse im Durchflusszytometer
Nr. Probe FL1 FL2 FL3 FL4 FL5
1 Negativkontrolle αCD4-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD8-PC7
2 Negativkontrolle αCD16-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD56-PC7
3 Negativkontrolle αCD19-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD20-PC7
4 Negativkontrolle αCD25-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD14-PC7
5 Positivkontrolle (SEB) αCD4-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD8-PC7
6 pp65 vor Sa¨ule αCD4-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD8-PC7
7 pp65 vor Sa¨ule αCD16-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD56-PC7
8 pp65 vor Sa¨ule αCD19-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD20-PC7
9 pp65 vor Sa¨ule αCD25-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD14-PC7
10 Eluat pp65 αCD4-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD8-PC7
11 Eluat pp65 αCD16-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD56-PC7
12 Eluat pp65 αCD19-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD20-PC7
13 Eluat pp65 αCD25-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD14-PC7
14 FT pp65 αCD4-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD8-PC7
15 FT pp65 αCD16-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD56-PC7
16 FT pp65 αCD19-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD20-PC7
17 FT pp65 αCD25-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD14-PC7
18 Lysat vor Sa¨ule αCD4-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD8-PC7
19 Lysat vor Sa¨ule αCD16-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD56-PC7
20 Lysat vor Sa¨ule αCD19-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD20-PC7
21 Lysat vor Sa¨ule αCD25-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD14-PC7
22 Eluat Lysat αCD4-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD8-PC7
23 Eluat Lysat αCD16-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD56-PC7
24 Eluat Lysat αCD19-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD20-PC7
25 Eluat Lysat αCD25-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD14-PC7
26 FT Lysat αCD4-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD8-PC7
27 FT Lysat αCD16-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD56-PC7
28 FT Lysat αCD19-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD20-PC7
29 FT Lysat αCD25-FITC αIFN-γ-PE αCD3-ECD 7AAD αCD14-PC7
Antiko¨rper pro Ansatz: jeweils 20µl 20µl fu¨r 107
Zellen
jeweils 20µl jeweils
10µl
jeweils 10µl
Tabelle 2.21: U¨berblick u¨ber die Fa¨rbung der verschiedenen Proben aus dem Sekretionstest bei der
Charakterisierung der aufgereingten Zellen: FT = flow through bzw. nicht IFN-γ-produzierende Zellen,
Eluat = Zellen nach 2. Sa¨ule, pp65 = mit pp65 stimulierte Zellen,“vor Sa¨ule”Ansa¨tze nach Sekretionsphase
vor Aufreinigung, “aufgereinigt” nach Anreicherung u¨ber 2 Sa¨ulen.
90
2.9. Allgemeine molekularbiologische Methoden
2.9 Allgemeine molekularbiologische Methoden
2.9.1 Kultivierung von Bakterien
2.9.1.1 Prinzip
Mikroorganismen ko¨nnen in großer Zahl in geeigneten Na¨hrmedien herangezogen werden.
Es gibt diverse Laborsta¨mme z. B. von Escherischia coli (E. coli), die sich durch einen
definierten, modifizierten Genotyp auszeichnen. Pathogene Eigenschaften wurden entfernt
und z. B. Antibiotikaresistenzen hinzugefu¨gt, um eine Selektion zu ermo¨glichen.
2.9.1.2 Materialien
2.9.1.2.1 Bakteriensta¨mme
E. coli DB3.1 (Invitrogen)
E. coli DH10Bac (Invitrogen)
E. coli Top10
2.9.1.2.2 LB-Medium
pro Liter LB-Medium:
10 g Pepton
10 g Hefeextrakt
5 g NaCl
20 min bei 121 °C autoklavieren
2.9.1.2.3 LB-Agar
pro Liter LB-Agar:
10 g Pepton
10 g Hefeextrakt
5 g NaCl
15 g Agaragar
20 min bei 121 °C autoklavieren
2.9.1.2.4 Antibiotika
Ampicillin, SL 25 mg/ml in ddH2O; Zielkonzentration: 100µg/ml
Tetracyclin, SL 25 mg/ml in 50% Ethanol; Zielkonzentration: 10 µg/ml
Kanamycin, SL 25 mg/ml in ddH2O; Zielkonzentration: 50µg/ml
Gentamycin, SL 40 mg/ml in ddH2O; Zielkonzentration: 7µg/ml
Chloramphenicol, SL 30 mg/ml in 100% Ethanol; Zielkonzentration: 30 µg/ml
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2.9.1.2.5 Verbrauchsmaterial und Glasgefa¨ße
Reagenzgla¨ser
Reagenzglaskappen
Erlenmeyerkolben, 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1 L und 2 L
Plastikpetrischalen
Alufolie (zum Verschließen von Gefa¨ßen)
Zahnstocher
Pipettenspitzen 0,1µl - 10µl, 20 µl - 200µl, 100 µl - 1000µl
1,5 ml und 2 ml Reaktionsgefa¨ße
2.9.1.2.6 Gera¨te
Schu¨ttelwasserbad
Brutschrank
Ku¨hlschrank
Autoklav
Pipetten 0,1µl - 2,5 µl, 0,5µl - 10 µl, 20 µl - 200µl, 100 µl - 1000µl
Bunsenbrenner
2.9.1.2.7 Sterilisation
Incidin-Lo¨sung, 0,5% (zum Ausspu¨len/Einweichen von Glasgera¨ten)
70% Ethanol, verga¨llt (zur Fla¨chen- und Gera¨tedesinfektion)
Sterillium (zur Ha¨ndedesinfektion)
2.9.1.3 Durchfu¨hrung
Fu¨r die Anzucht von Bakterien nur autoklavierte Lo¨sungen, Gefa¨ße und Verbrauchsma-
terialien verwenden. Beno¨tigte Antibiotika erst zum Medium oder Agar geben, wenn die
Lo¨sung auf ca. 40 °C abgeku¨hlt ist. Impfo¨sen gru¨ndlich abflammen.
Alle Zellen vor dem Entsorgen abto¨ten, entweder durch Behandlung mit Incidinlo¨sung
oder durch Autoklavieren bei 121 °C mit gespanntem Dampf fu¨r 30 min. Das Selbe gilt
fu¨r alle Gera¨te, Gefa¨ße etc., die mit den Zellen in Beru¨hrung gekommen sind.
2.9.2 Herstellung kompetenter Zellen
2.9.2.1 Prinzip
Als kompetent wird eine Zelle bezeichnet, die in der Lage ist, ein DNA-Moleku¨l aufzu-
nehmen und dadurch transformiert zu werden. Fu¨r E.coli wurde gezeigt, dass es durch
Behandlung mit einer hohen Konzentration an Calciumionen kompetent wird. Der Grund
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fu¨r diese “Chemische Kompetenz“ ist nicht bekannt. Neben Calciumchlorid kann man
auch Rubidiumchlorid zur Kompetenzinduktion nutzen. Die behandelten E.coli nehmen
danach dsDNA auf und ko¨nnen so mit Plasmiden transformiert werden. Die Kompetenz
kann wieder verlorengehen. Sollen die Zellen vor der Transformation la¨ngere Zeit aufbe-
wahrt werden, mu¨ssen sie bei =80 °C gelagert werden und du¨rfen nicht zwischendurch
aufgetaut werden [58].
2.9.2.2 Materialien
2.9.2.2.1 Salze, Puffer und andere Lo¨sungen
bidestilliertes Wasser
1 M CaCl2
0,1 M Essigsa¨ure
Glycerin
1 M Kaliumacetatlo¨sung
1 N KOH
1 M MgSO4
1 M MnCl2
1 M MOPS, pH 6,5
RbCl
1 M RbCl
flu¨ssiger Stickstoff
2.9.2.2.2 TFB I
30 mM Kaliumacetat; 5 g RbCl
100 mM RbCl; 12,3 ml 1 M Kaliumacetatlo¨sung
10 mM CaCl2; 4,1 ml 1 M CaCl2
50 mM MnCl2; 20,5 ml 1 M MnCl2
15% Glycerin; 61,5 g Glycerin
pH 5,8 mit Essigsa¨ure; 8 ml 0,1 M Essigsa¨ure
auf 410 ml mit bidestilliertem Wasser auffu¨llen, in 100 ml aliquotieren, autoklavieren
1 Aliquot (100 ml) fu¨r 250 ml Bakterienkultur verwenden
2.9.2.2.3 TFB II
10 mM MOPS; 1,5 ml 1 M MOPS pH 6,5
75 mM CaCl2; 11,25 ml 1 M CaCl2
10 mM RbCl; 1,5 ml 1 M RbCl
15% Glycerin; 22,5 g Glycerin
pH 6,5 mit KOH; mit 1 N KOH einstellen
auf 150 ml mit bidestilliertem Wasser auffu¨llen, in 10 ml aliquotieren, autoklavieren
1 Aliquot (10 ml) fu¨r 250 ml Bakterienkultur verwenden
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2.9.2.2.4 Kulturmedium
LB-Medium
20 mM MgSO4; 20 ml 1 M MgSO4 pro Liter
2.9.2.2.5 Verbrauchsmaterial und Glasgefa¨ße
siehe 2.9.1.2.5, S. 92
Photometerku¨vetten (Einwegku¨vetten)
50 ml Ro¨hrchen
2.9.2.2.6 Gera¨te
siehe 2.9.1.2.6, S. 92
Zentrifuge, ku¨hlbar
Photometer
Eisbad
Dewar-Gefa¨ß
=80 °C Gefrierschrank
Schutzbrille
Schutzhandschuhe
2.9.2.3 Durchfu¨hrung
Mit einer einzelnen Kolonie 3 ml LB-Medium (je nach Bakterium mit entsprechendem
Antibiotikum) animpfen, u¨. N. bei 37 °C, 200 rpm schu¨tteln. Mit 2 ml der U¨bernacht-
kultur 250 ml LB mit 20 mM MgSO4 animpfen, bei 37 °C, 200 rpm wachsen lassen bis
OD590nm = 0,4 bis 0,6. Alle Gera¨te, Gefa¨ße etc. vorku¨hlen, Zellen bei der Aufarbeitung
sta¨ndig auf Eis halten. Die Zellen bei 5000 rpm, 4 °C, 5 min abzentrifugieren, U¨berstand
verwerfen. Zellen vorsichtig in 100 ml TFB I resuspendieren und 5 min auf Eis inkubie-
ren. Erneut zentrifugieren, das Pellet in 10 ml TFB II resupendieren und 30 min auf Eis
inkubieren. Je 100µl der Zellsuspension in vorgeku¨hlte 1,5 ml Gefa¨ße pipettieren und die
Aliquots in flu¨ssigem Stickstoff schockfrieren. Danach sofort bei -80 °C lagern.
2.9.3 Transformation mittels Hitzeschock
2.9.3.1 Prinzip
Die Mechanismen, die beim Hitzeschock fu¨r die Transformation der Bakterien sorgen,
sind nicht bekannt. Die optimale Dauer richtet sich nach Stamm und einzubringendem
Plasmid, bei Bedarf muss sie experimentell festgestellt werden. Es ist zu beachten, dass
zu große DNA-Mengen sich eher negativ auf die Transformationseffizienz auswirken [59].
94
2.9. Allgemeine molekularbiologische Methoden
2.9.3.2 Materialien
2.9.3.2.1 Transformation
Kompetente Zellen (vgl. 2.9.2, S. 92)
DNA (Plasmid)
S.O.C. Medium (Invitrogen)
Agarplatten (vgl. 2.9.1.2.3, S. 91)
2.9.3.2.2 Verbrauchsmaterialien
vgl. 2.9.1.2.5, S. 92
2.9.3.2.3 Gera¨te
vgl. 2.9.2.2.6, S. 94
Heizblock
2.9.3.3 Durchfu¨hrung
Die kompetenten Zellen auf Eis stellen, bis sie antauen. Dann sofort DNA zugeben, vor-
sichtig mischen und 1 h auf Eis inkubieren. Hitzeschock fu¨r 45 sec bei 42 °C, danach sofort
fu¨r 2 min auf Eis abku¨hlen. Die Zellsuspension mit 900µl S.O.C. Medium auffu¨llen, 1 bis
2 h bei 37 °C, 200 rpm inkubieren. Verschiedene Volumina von 50µl bis 250µl auf selektiven
Agarplatten ausplattieren und u¨. N. wachsen lassen.
2.9.4 Auftrennung von Nukleinsa¨urefragmenten u¨ber
Agarosegelelektrophorese
2.9.4.1 Prinzip
Als Elektrophorese bezeichnet man die Wanderung geladener Teilchen in einem elektri-
schen Feld, dabei bewirken die unterschiedlichen Ladungen und Gro¨ßen der Teilchen eine
unterschiedliche elektrophoretische Beweglichkeit. Mittels Elektrophorese lassen sich Sub-
stanzgemische in einzelne Zonen auftrennen. In stabilisierenden Matrices wie Gelen ha¨ngt
die Wanderungsgeschwindigkeit von Gro¨ße und Ladung der Teilchen ab, da sie je nach
Gro¨ße eine unterschiedlich starke Retardation durch die Matrix erfahren. Zur Auftren-
nung von Nukleinsa¨urefragmenten werden meistens Agarosegele verwendet. Agarose ist
ein Polysaccharid aus roten Meeresalgen, fu¨r einen Einsatz in der Gelelektrophorese wird
daraus das Agaropektin entfernt. Agarosen unterscheiden sich im Schmelzpunkt (35 bis
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95 °C) und im Grad der Elektroendosmose. Die Agarose wird durch Aufkochen gelo¨st
und geliert beim Erkalten: Aus dem Polysaccharidsol bilden sich Doppelhelices aus, die
sich zu Fa¨den zusammen lagern. Agarosegele haben bei 1% (w/v) eine Porengro¨ße von
150 nm. Fu¨r die Auftrennung kleinerer oder gro¨ßerer Fragmente kann die Konzentration
entsprechend erho¨ht oder verringert werden [60].
2.9.4.2 Materialien
2.9.4.2.1 50ÖTAE-Puffer
Eisessig
0,5 M EDTA
TRIS
NaCl
bidestilliertes Wasser
2.9.4.2.2 1ÖTAE-Puffer
VE-Wasser
40 ml 50ÖTAE-Puffer
im 2 L Messkolben ansetzen
2.9.4.2.3 6ÖLadepuffer
0,25% Bromphenolblau (w/v)
0,25% Xylencyanol (w/v)
30% (v/v) Glycerin
bidestilliertes Wasser
2.9.4.2.4 Agarosegel
140 ml 1ÖTAE-Puffer
0,8 bis 1,2% Agarose (GTQ; ROTH)
6 µl Ethidiumbromidlo¨sung (ROTH)
2.9.4.2.5 Verbrauchsmaterial und Glasgefa¨ße
Erlenmeyerkolben, 250 ml
Nitrilhandschuhe
Klebeband (zum Abdichten der Geltra¨ger)
Pipettenspitzen 0,1µl - 10µl, 20 µl - 200µl
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2.9.4.2.6 Gera¨te
Ku¨hlschrank
Mikrowelle
Pipetten 0,5µl - 10µl, 20 µl - 200µl
Netzgera¨t “Power Pack Basic” (BIORAD)
Geltra¨ger (BIORAD)
Ka¨mme (10, 15 oder 20 Za¨hne)
Gelkammern (BIORAD)
Geldokumentationssystem mit UV-Transilluminator (EDAS-System, Kodak)
UV-Schutzbrille
2.9.4.3 Durchfu¨hrung
Agarose einwiegen und 1ÖTAE mit Agarose in 250 ml Erlenmeyerkolben in Mikrowelle
aufkochen, bis sich die Agarose vollsta¨ndig gelo¨st hat. Abku¨hlen lassen, bis die Lo¨sung
handwarm ist, das Ethidiumbromid zugeben und schwenken. Gel gießen und erstarren
lassen. Proben auftragen und Gel bei 10 V pro 1 cm Gella¨nge laufen lassen.
2.9.5 Konzentrationsbestimmung von gelo¨ster DNA
2.9.5.1 Prinzip
Die Konzentration von Nucleinsa¨uren kann photometrisch bestimmt werden. Die Ba-
sen der Nucleinsa¨uren enthalten aromatische Ringe, die fu¨r Absorption von Licht im
UV-Bereich verantwortlich sind. Das Absorptionsmaximum liegt fu¨r DNA und RNA bei
260 nm, bei dieser Wellenla¨nge entspricht ein 1 E260 nm 50µg/ml dsDNA, 40µg/ml ssDNA
und 33µg/ml ssRNA. Die niedrigere Konzentration von einzelstra¨ngigen Nucleinsa¨uren im
Vergleich zu doppelstra¨ngigen bei gleicher Extinktion ist ein als Hyperchromie bekannter
Effekt. Fu¨r die Messung wird die Nukleinsa¨ure in Wasser oder TRIS-Puffer gelo¨st und
ggf. verdu¨nnt. Die Reinheit von Nukleinsa¨urelo¨sungen ist am Quotient der E260 durch
E280 messbar. Die E280 repra¨sentiert den Gehalt an Proteinen in der Lo¨sung, die aromati-
schen Aminosa¨urereste in den Proteinen verursachen hier die Absorption. Fu¨r reine DNA-
Lo¨sungen sollte der Quotient E260 nm/E280 nm bei ca. 1,8 liegen, fu¨r reine RNA-Lo¨sungen
bei 2. Die Bestimmung der Reinheit kann bei neueren Photometern meist gleichzeitig mit
der Konzentrationsbestimmung erfolgen [60].
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2.9.5.2 Materialien
2.9.5.2.1 Probe
in Wasser gelo¨ste DNA
2.9.5.2.2 Verbrauchsmaterial und Glasgefa¨ße
UV-vette(Eppendorf)
Pipettenspitzen 0,1µl - 10µl, 20 µl - 200µl
2.9.5.2.3 Gera¨te
Photometer
Pipetten 0,5µl - 10 µl, 20 µl - 200µl
2.9.5.3 Durchfu¨hrung
Ein Aliquot der Probe entnehmen und mit destilliertem Wasser verdu¨nnen. Wasser
als Blindprobe verwenden, dann DNA-Probe(n) messen, die OD bei 260 nm und bei
280 nm bestimmen, die Konzentration (1 OD260 nm = 50 ng DNA) und den Quotienten
OD260 nmOD280 nm berechnen.
2.9.6 Auftrennung von Proteinen u¨ber
Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)
2.9.6.1 Prinzip
Polyacrylamidgele werden durch chemische Kopolymerisation von Acrylamidmonomeren
und einem Vernetzer hergestellt. Sie sind sehr stabil und klar, im Gegensatz zu Agarose
haben sie fast keine Elektroendosmose. Sie bieten eine gute Auftrennung u¨ber einen weiten
Trennbereich und eignen sich fu¨r viele Fa¨rbemethoden. Bei der sogenannten SDS-PAGE
(engl. sodiumdodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) wer-
den die Eigenladungen der Proteine vom anionischen Detergenz SDS u¨berdeckt, es entste-
hen Micellen mit konstanter negativer Ladung pro Masseneinheit. So wandern die Proteine
im Gel (fast) nur in Abha¨ngigkeit ihrer Gro¨ße. Die SDS-PAGE soll hier benutzt werden,
um die Expression der CMV-Proteine in den Insektenzellen nachzuweisen, sowie die Auf-
reinigung der Proteine zu u¨berpru¨fen.
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2.9.6.2 Materialien
2.9.6.2.1 Proteinfa¨llung
20% Trichloressigsa¨ure (TCA)
2 M TRIS, pH nicht eingestellt
2.9.6.2.2 5ÖProbenpuffer
50 mM TRIS, pH 6,8
100 mM Dithiotreitol (DTT)
2% Natriumdodecylsulfat (SDS)
0,1% (w/v) Bromphenolblau
10% (v/v) Glycerin
2.9.6.2.3 Standard
PageRuler, vorgefa¨rbte Proteinleiter (Fermentas); 5 µl pro Spur
2.9.6.2.4 6% Sammelgel
30% Acrylamid (AA), 0,8% Bis-Acrylamid (bAA); 20 ml
1 M TRIS, pH 6,8; 12,5 ml
1% SDS; 10 ml
ddH2O; 57,5 ml
Verbrauch ca. 2 ml pro Gel
2.9.6.2.5 Trenngel, 17,5%
30% Acrylamid (AA), 0,8% Bis-Acrylamid (bAA); 58 ml
1 M TRIS, pH 6,8; 28 ml
1% SDS; 10 ml
ddH2O; 4 ml
Verbrauch ca. 5 ml pro Gel
2.9.6.2.6 Polymerisieren
40% APS; 20µl fu¨r Trenngel, 10 µl fu¨r Sammelgel
TEMED; 20 µl fu¨r Trenngel, 10 µl fu¨r Sammelgel
2.9.6.2.7 10ÖLaufpuffer
0,25 M TRIS, pH nicht eingestellt
1% SDS
1,9 M Glycin
2.9.6.2.8 Coomassie-Fa¨rbelo¨sung
1 g Serva Blue R
0,25 g Serva Blue G
426 ml Ethanol
50 ml Methanol
100 ml Eisessig
ad 1 L mit ddH2O
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2.9.6.2.9 Entfa¨rber
7% Essigsa¨ure; 140 ml Eisessig auf 2 L Wasser
2.9.6.2.10 Verbrauchsmaterial und Glasgefa¨ße
2 L Bechergla¨ser
10 ml Bechergla¨ser
1,5 ml und 2 ml Reaktionsgefa¨ße
Pipettenspitzen 0,1µl - 10µl, 20 µl - 200µl, 100 µl - 1000µl
Pasteurpipetten
2.9.6.2.11 Gera¨te
Netzgera¨t “Power Pack Pro” (BIORAD)
Proteingelsystem “MiniProtean TetraCell” (System) (Gelkammer, Glasplatten, Gelgießstand)
Ka¨mme (mit 10 oder 15 Za¨hnen)
Pipetten 0,5µl - 10 µl, 20 µl - 200µl, 100 µl - 1000µl
Heizru¨hrer
2.9.6.3 Durchfu¨hrung
2.9.6.3.1 Proteinfa¨llung
Gelo¨ste Proteine (Kulturu¨berstand, Zellaufschluß) mit 10% (v/v) 20% TCA versetzen,
30 min auf Eis stellen. Dann 15 min bei ho¨chster Geschwindigkeit in Tischzentrifuge ab-
zentrifugieren, U¨berstand absaugen. In Probenpuffer aufnehmen und 2 min kochen. Im
Falle einer U¨bersa¨uerung (Probenpuffer gelb) 1 bis 2µl 2 M TRIS zugeben.
2.9.6.3.2 PAGE
Die PAGE wurden mit dem Mini-Protean Gel-System durchgefu¨hrt. Gel(e) vorbereiten,
zuna¨chst das Trenngel gießen und mit Ethanol u¨berschichten. Nachdem das Trenngel po-
lymerisiert ist, Ethanol absaugen, Kamm einsetzen und Sammelgel zugießen. Die Gele
(oder 1 Gel und Pufferdamm) in Laufkammer einsetzen, Laufpuffer einfu¨llen und Ka¨mme
entfernen. Die Taschen wenn no¨tig mit Laufpuffer ausspu¨len. Proben auftragen und auf-
trennen, fu¨r 1 Gel 30 mA, fu¨r 2 Gele 50 mA, Laufzeit ca. 2 h. Den Lauf stoppen, wenn die
Lauffront mit dem Bromphenolblau aus dem Gel herausgelaufen ist.
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2.9.6.3.3 Fa¨rben der Proteinbanden
Gel(e) in 2 L Becherglas legen und Coomassie-Fa¨rbelo¨sung zugeben, Glas mit Alufolie
verschließen, aufkochen und 5 Minuten abku¨hlen lassen. Fa¨rbelo¨sung abgießen (mehrfach
verwendbar), Gel(e) mit Leitungswasser spu¨len. Zum Entfa¨rben 7% Essigsa¨ure zugeben,
erneut aufkochen, kurz abku¨hlen lassen und Essigsa¨ure abgießen. Je nach Hintergrundfa¨r-
bung den Vorgang wiederholen, bis Banden sichtbar werden. Gele photographieren und
bei Bedarf in 7% Essigsa¨ure lagern.
2.10 Klonierung und Expression viraler Proteine des
CMV in einem Baculovirussystem
2.10.1 Auswahl der Zielproteine und des Expressionssytems
Aus den von Sylwester et al. [41] gelisteten Proteinen werden solche ausgewa¨hlt, die erstens
eine gute CD4 und/oder CD8-Anwort auslo¨sten und zweitens auch bei Proben, in denen
die Hauptantigene pp65 und IE-1 keine oder nur eine schwache Immunantwort erzeugten,
eine Antwort auslo¨sten.
Ist das vollsta¨ndige Protein nicht verfu¨gbar, ko¨nnen mit Hilfe von Peptidgemischen Ziel-
strukturen von antigenspezifischen T-Zellen gegen Viren wie CMV, EBV, ADV etc. gefun-
den werden. Dazu werden Proben von Personen mit positivem Serostatus gesammelt, die
T-Zellen isoliert und z. B. mit Tetrameren, intrazellula¨rer Fa¨rbung oder anderen Methoden
getestet. Die bekannten Proteine des Erregers werden durch u¨berlappende Peptidgemische
simuliert. In mehreren Schritten werden die verschiedenen pools getestet, zeigt sich eine
Reaktion der T-Zellen, so kann der pool weiter verkleinert werden, bis die besonders im-
munogenen Proteine oder sogar die einzelnen Peptide gefunden sind. U¨ber diese Methode
wurden auch die viralen Proteine des CMV auf ihre Immunogenita¨t hin u¨berpru¨ft [41].
Als Expressionssystem bieten sich neben den ha¨ufig verwendeten bakteriellen Systemen
Insektenzellen an, da diese im Gegensatz zu bakteriellen Systemen glykosylieren, die Pro-
teinfaltung und somit Aufnahme und Prozessierung durch die Zelle na¨her am Naturzu-
stand sind, außerdem liefern sie ho¨here Ausbeuten und sind gut fu¨r eine eventuelle GMP-
Produktion geeignet, da sie keine humanpathogenen Erreger enthalten und keine Giftstoffe
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produzieren. Auch eventuelle toxische Effekte der Proteine auf eukaryotische Zellen lassen
sich so abscha¨tzen, bevor mit Expressionversuchen in humanen Zellen begonnen wird.
Die Klonierungen und die Transfektion der Insektenzellen soll mit dem Gateway-System
durchgefu¨hrt werden. Wurde einmal ein sogenannter Eingangsklon oder Startklon mit
der gewu¨nschten cDNA erzeugt, kann die cDNA u¨ber Rekombination in diverse andere
Vektoren u¨bertragen werden. Das System bietet eine Vielzahl an Expressionsvektoren fu¨r
verschiedene Zellen und ist gut dokumentiert.
2.10.2 Isolation viraler Gene mittels PCR
2.10.2.1 Prinzip
Die PCR (engl. polymerase chain reaction) ist ein Verfahren zur Amplifikation von Nu-
kleinsa¨uren. Theoretisch ko¨nnen damit aus einem einzelnen DNA-Moleku¨l bis zu 1012
identische Kopien erzeugt werden. Bei PCRs wird ausgenutzt, dass DNA-Polymerasen
freie 3’-OH-Enden an dsDNA als Ansatzpunkt nutzen, um die DNA zu duplizieren. In
der PCR wird ein solcher Ansatzpunkt ku¨nstlich geschaffen, und zwar durch ku¨nstliche
Oligonucleotide, sogenannte Primer, die an eine bestimmte Stelle der DNA binden. Damit
dies mo¨glich ist, muss die dsDNA zuna¨chst im Denaturierungsschritt der PCR zu ssDNA
geschmolzen werden, dann wird schnell auf eine Temperatur abgeku¨hlt, bei der die Primer
sich spezifisch anlagern ko¨nnen (engl. annealing). Nach dem Anlagerungsschritt wird die
Temperatur auf das Temperaturoptimum der genutzten DNA-Polymerase erho¨ht. Gibt
man einen Primer fu¨r jeden Strang, einen fu¨r den sense-Strang und einen fu¨r den an-
tisense-Strang, hinzu, erha¨lt man nach einem Durchlauf fu¨r jedes vorhandene ein neues
Stu¨ck der DNA zwischen den Primern. Die Prozedur la¨ßt sich angefangen mit der De-
naturierung des Doppelstranges, u¨ber die Primeranlagerung, bis zur Verla¨ngerung (engl.
extension) wiederholen. Dabei wa¨chst die Anzahl der DNA-Stu¨cke zwischen den Primern
exponentiell [60].
Da das CMV-Genom (fu¨r den Stamm AD 169) bzw. die Virusproteine weitgehend bekannt
sind, ko¨nnen mit Hilfe sequenzspezifischer Primer die cDNAs fu¨r die ausgesuchten immu-
nogenen Proteine aus dem Genom herausamplifiziert werden. U¨ber die sequenzspezifischen
Primer werden Restriktionsschnittstellen fu¨r die Klonierung und eine Proteaseschnittstelle
an die cDNAs angeha¨ngt, die Primer werden so gestaltet, dass die cDNA im Leseraster des
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Expressionsvektors liegt. Um Fehler durch die PCR zu minimieren, werden ausschließlich
DNA-Polymerasen mit sogenannten proof reading Eigenschaften verwendet.
2.10.2.2 Materialien
2.10.2.2.1 Polymerasen
Platinum Pfx (Invitrogen)
Phusion Polymerase (Finnzymes)
2.10.2.2.2 Virus-DNA
CMV-DNA (BAC; ca. 100 ng/µl)
zur Verfu¨gung gestellt von der AG Messerle, Institut fu¨r Virologie, MHH
2.10.2.2.3 Primer zur Klonierung von CMV-cDNAs in den Vektor pENTR1a
Primer zur Klonierung von CMV-cDNAs in den Vektor pENTR1a
Primer Sequenz
36fw 5’ atc cggtaccat gaaaacctgtacttccaaggc ATG GAC GAC CTA CGG GAC ACG C 3’
36rv 5’ ata tctcgagag TCA GTT GTT CAT GTA AAC GTG TGG CGG GGT 3’
48fw 5’ atc cgaattcat gaaaacctgtacttccaaggc ATG AAA GTC ACA CAG GCC AGC TGC 3’
48rv 5’ ccg cgaattctt cgg TTA CAA AAG ATA GAG AAA CCG CAT GTG TTG 3’
55fw 5’ atc cggtaccat gaaaacctgtacttccaaggc ATG GAA TCC AGG ATC TGG TGC CT 3’
55rv 5’ ata tctcgagct ggt TCA GAC GTT CTC TTC TTC GTC GG 3’
83fw 5’ atc cggtaccat gaaaacctgtacttccaaggc ATG GAG TCG CGC GGT CGG 3’
83rv 5’ ata tctcgaggt ggc TCA ACC TCG GTG CTT TTT GGG 3’
86fw 5’ atc cggtaccat gaaaacctgtacttccaaggc ATG GAG AAC TGG TCG GCG CT 3’
86rv 5’ ga gtgcggccgctg acg gcc TCA CGA GTT AAA TAA CAT GGA TTG CTG 3’
94fw 5’ atc cggtaccat gaaaacctgtacttccaaggc ATG GCT TGG CGC AGC GG 3’
94rv 5’ ata tctcgagcc ccg TTA GTG CAC TAG GTT CTT AAG CAC CG 3’
122fw 5’ atc cggtaccat gaaaacctgtacttccaaggc ATG CTG CCC CTC ATC AAA CAG G 3’
122rv 5’ ga gtgcggccgctt cac TTA CTG AGA CTT GTT CCT CAG GTC CTG 3’
123fw 5’ atc cggtaccat gaaaacctgtacttccaaggc ATG GAG TCC TCT GCC AAG AGA AAG A 3’
123rv 5’ ata tctcgagat agt TTA CTGGTCAGCCTTGCTTCTAGTC 3’
Tabelle 2.22: Liste der zur Isolierung der cDNA erstellten Primer; NNNN = sequenzspezifische
Basen, NNNN = Start-/Stopp-Codon, nnnn = RE-Erkennungssequenz, nnnn = TEV-Schnittstelle,
nnnn = Basen zum Auffu¨llen
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2.10.2.2.4 Primer zur Entfernung der Introns in UL36 und UL123 durch Spaltung mit BsmBI
Primer zur Entfernung der Introns in UL36 und UL123 durch Spaltung mit BsmBI
Primer Sequenz
36-i1cut-rv 5’ aca aca CGTCTC tgc gaa cag acg gtg ccc at 3’
36-i1cut-fw 5’ aca aca CGTCTC ttc gca agg tgc tta cgt ctg ctg tca gga g 3’
123-i1cut-rv 5’ aca aca CGTCTC gtg gca cct tgg agg aag gg 3’
123-i1cut-fw 5’ aca aca CGTCTC tgc cac ggc ccg aga cac ccg tga c 3’
123-i2cut-rv 5’ aca aca CGTCTC gag ttc tgc cag gac atc ttt ctc ggg 3’
123-i2cut-fw 5’ aca aca CGTCTC gaa ctc gtc aaa cag att aag gtt cga gtg gac atg 3’
Tabelle 2.23: Liste der zur Heraustrennung der Introns erstellten Primer; NNNN = Erkennungssequenz
des RE, nnnn = sequenzspezifische Basen, nnnn = Basen zum Auffu¨llen der Sequenz, nnnn = Basen zum
Auffu¨llen
2.10.2.2.5 sonstige Reagenzien
steriles destilliertes Wasser
dNTPs
2.10.2.2.6 Verbrauchsmaterial
1,5 ml und 2 ml Reaktionsgefa¨ße
200 µl Gefa¨ße, Streifen zu 8 Stu¨ck mit anha¨ngendem Deckel
Pipettenspitzen 0,1µl - 10µl, 20 µl - 200µl, 100 µl - 1000µl
2.10.2.2.7 Gera¨te
Thermocycler T3 (Biometra)
Vortexer
Tischzentrifuge
Pipetten 0,1µl - 2,5 µl, 0,5µl - 100µl, 20 µl - 200µl, 100 µl - 1000µl
2.10.2.2.8 Spezielle Programme
DNA-Star / Lasergene (Programm zur Sequenzanalyse)
Primer3 (Programm zur Erstellung von Oligonucleotiden)
Clustal (Alignmentprogramm)
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2.10.2.3 Durchfu¨hrung
2.10.2.3.1 PCR mit Platinum Pfx (Invitrogen)
Die PCRs mit Platinum Pfx wurde in 2 Schritten durchgefu¨hrt, da die Ausbeuten gering waren. Fu¨r alle
PCRs wurde die mitgelieferte Enhancer -Lo¨sung fu¨r GC-reiche Produkte verwendet.
20 µl PCR-Ansatz fu¨r 1. Schritt
Substanz 1Ö 10Ö
CMV-DNA . . . . . . . . . . . . . . 0,5 µl 5 µl
10ÖPuffer . . . . . . . . . . . . . . . 2µl 20 µl
dNTPs . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 µl 20 µl
MgSO4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,4 µl 4 µl
Enhancer . . . . . . . . . . . . . . . . 2µl 20 µl
Pfx Polymerase . . . . . . . . . . 0,5 µl 5 µl
Wasser . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10,6µl 106 µl
Aliquotvolumen: 18µl
Primer 1 (10µM) . . . . . . . . 1µl
Primer 2 (10µM) . . . . . . . . 1µl
Protokoll fu¨r fu¨r 1. PCR mit Pfx bei Fragmenten ≤2 kbp
Schritt Temperatur Dauer Schritt Temperatur Dauer
1 94 °C 5 min 5 94 °C 30 s
2 94 °C 30 s 6 68 °C 10 min
3 56 °C 30 s 5-6 10Ö
4 68 °C 10 min 7 68 °C 15 min
2 - 4 5Ö 8 4 °C ∞
Protokoll fu¨r fu¨r 1. PCR mit Pfx bei Fragmenten >2 kbp
Schritt Temperatur Dauer Schritt Temperatur Dauer
1 94 °C 5 min 5 94 °C 60 s
2 94 °C 60 s 6 68 °C 20 min
3 56 °C 60 s 5-6 10Ö
4 68 °C 20 min 7 68 °C 30 min
2 - 4 5Ö 8 4 °C ∞
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20 µl PCR-Ansatz fu¨r 2. Schritt mit Pfx
Substanz 1Ö 10Ö
10ÖPuffer . . . . . . . . . . . . . . . 2µl 20µl
dNTPs . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 µl 20µl
MgSO4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,4 µl 4µl
Enhancer . . . . . . . . . . . . . . . . 2µl 20µl
Pfx Polymerase . . . . . . . . . . 0,5 µl 5µl
Wasser . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6,1µl 61µl
Aliquotvolumen: 18µl
1. PCR-Ansatz . . . . . . . . . . 5µl
Primer 1 (10µM) . . . . . . . . 1µl
Primer 2 (10µM) . . . . . . . . 1µl
Protokoll fu¨r fu¨r 2. PCR mit Pfx bei Fragmenten ≤2 kbp
Schritt Temperatur Dauer Schritt Temperatur Dauer
1 94 °C 5 min 2 - 3 15Ö
2 94 °C 30 s 4 68 °C 15 min
3 68 °C 10 min 5 4 °C ∞
Protokoll fu¨r fu¨r 2. PCR mit Pfx bei Fragmenten >2 kbp
Schritt Temperatur Dauer Schritt Temperatur Dauer
1 94 °C 5 min 2 - 3 15Ö
2 94 °C 60 s 4 68 °C 1 h
3 68 °C 20 min 5 4 °C ∞
2.10.2.3.2 PCR mit Phusion Polymerase (Finnzymes)
Die Phusion Polymerase wurde fu¨r die Gewinnung der langen cDNAs (UL48, UL55)
verwendet. Nach der Klonierung in den Vektor pCRblunt wurde nur noch die Phusion
Polymerase verwendet, da sie deutlich bessere Ausbeuten in ku¨rzerer Zeit liefert.
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20 µl PCR-Ansatz mit Phusion
Substanz 1Ö 10Ö
CMV-DNA . . . . . . . . . . . . . . 0,2 µl 2 µl
5ÖGC-Puffer . . . . . . . . . . . . 4µl 40 µl
dNTPs . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 µl 10 µl
Phusion Polymerase . . . . . 0,2 µl 2 µl
Wasser . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12,6µl 126 µl
Aliquotvolumen: 18µl
Primer 1 (10µM) . . . . . . . . 1µl
Primer 2 (10µM) . . . . . . . . 1µl
Protokoll fu¨r PCR mit Phusion Polymerase
Schritt Temperatur Dauer Schritt Temperatur Dauer
1 98 °C 5 min 6 6 °C 20 s
2 98 °C 10 s 7 72 °C 4 min
3 55 °C 20 s 5 - 7 30Ö
4 72 °C 4 min 8 72 °C 10 min
2 - 4 10Ö 9 4 °C ∞
5 98 °C 10 s
2.10.3 Klonierung in den Vektor pCRblunt
2.10.3.1 Prinzip
Alle Polymerasen mit proof reading Funktion produzieren dsDNA mit glatten Enden
(blunt ends). Solche blunt end Fragmente ko¨nnen mit dem Enzym T4-Ligase an ande-
re glatte Enden, z. B. in einem Vektor, angefu¨gt werden. Der Prozess beno¨tigt Energie in
Form von ATP. Die Effizienz dieser Ligation ist geringer als bei u¨berlappenden, komple-
menta¨ren Enden (sticky ends). Bei gro¨ßeren Fragmenten kann es auch zum Ringschluß
der Einzelfragmente mit sich selbst kommen. Die meisten ka¨uflichen Vektoren werden
daher dephosphoryliert, um einen Wiederverschluss zu verhindern und die Ausbeute der
Ligation zu verbessern, so auch beim hier verwendeten Vektor. Bei der blunt end Ligation
gibt es außerdem keine Mo¨glichkeit, die Richtung der eingefu¨gten DNA zu beeinflussen.
Viele ka¨ufliche Vektoren bieten die Mo¨glichkeit, die eingefu¨gte DNA u¨ber Standardprimer
(hier M13) zu amplifizieren, so also auch sequenzieren zu ko¨nnen.
Die Klonierung in den Vektor pCRblunt soll hier lediglich der Amplifikation der CMV-
cDNAs dienen. Die PCR-Ausbeuten sind fu¨r eine Restriktionsspaltung und direkte sticky
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ends Ligation in den Vektor pENTR1a zu niedrig. Der Vektor entha¨lt das Suizidgen
ccdB, es kodiert fu¨r eine Helikase, deren U¨berexpression zum Tod der Zellen fu¨hrt. Eine
Kanamycin-Resistenz ermo¨glicht die spa¨tere Selektion positiver Klone.
2.10.3.2 Materialien
2.10.3.2.1 cDNAs
PCR-Produkt aus Schritt 2. mit Pfx - oder aus PCR mit Phusion-Polymerase
1% Agarosegel
Gelextraktionskit (QIAGEN)
steriles Wasser zum Eluieren
2.10.3.2.2 Vektor fu¨r die blunt end Ligation
pCRblunt (Invitrogen)
steriles Wasser
u¨ber Gelelution aufgereinigte CMV-cDNAs
2.10.3.2.3 Transformation
chemisch kompetente E. coli Top10
S.O.C. Medium
Agarplatten (mit Kanamycin)
2.10.3.2.4 Plasmidislation
3 ml LB Kulturen (mit Kanamycin)
Plasmidisolationskit (QIAGEN Plasmid MiniKit)
steriles Wasser
2.10.3.2.5 Sequenzierung der Inserts in pCRblunt
Sequenzierprimer
Primer Sequenz
M13-RP . . . . . . . . . . . . . . 5’ cag gaa aca gct atg acc 3’
M13-FP . . . . . . . . . . . . . . 5’ tgt aaa acg acg gcc agt 3’
UL55-544 . . . . . . . . . . . . . 5’ ttt gct caa tgc tac agt tcc t 3’
UL55-879 . . . . . . . . . . . . . 5’ cgc cga caa gtt ttt cat tt 3’
UL55-1577. . . . . . . . . . . . 5’ cca ttc tct cgg cca ttt ac 3’
UL86-670 . . . . . . . . . . . . . 5’ ctg gcc acg ctc ttt ttg 3’
UL86-1336. . . . . . . . . . . . 5’ cgc tca aga cgc tgt gc 3’
UL86-1995. . . . . . . . . . . . 5’ gcc cta cca ccg cag tt 3’
UL86-2653. . . . . . . . . . . . 5’ aat tcg tgg gcg agc a 3’
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2.10.3.2.6 Ligation
T4-Ligase
Puffer mit ATP
steriles Wasser
2.10.3.3 Durchfu¨hrung
Zwei 20µl PCR-Ansa¨tze auf ein pra¨paratives 1% Agarosegel (siehe 2.9.4.2.4, S. 96) auf-
tragen, die Zielbanden ausschneiden und Gelextraktion mit MinElute Gel extraction Kit
(QIAGEN) durchfu¨hren. Die DNA mit 60µl Wasser eluieren. 5µl dieser Lo¨sung mit 95 µl
Wasser verdu¨nnen und photometrisch die DNA-Konzentration bestimmen, 5µl der DNA
auf ein Agarosegel auftragen, um die Reinheit (Bandengro¨ße) zu u¨berpru¨fen. Die u¨brigen
50µl bis zur Verwendung bei =20 °C lagern.
Alle Materialien fu¨r die Ligation auf Eis oder im Ku¨hlschrank auftauen. Die Ansa¨tze wie
folgt zusammen pipettieren:
Ligation in den Vektor pCRblunt
Substanz 1Ö 10Ö
10ÖPuffer mit ATP . . . . . 1µl 10 µl
pCRblunt . . . . . . . . . . . . . . . . 1µl 10 µl
steriles Wasser . . . . . . . . . . . 2 µl 20 µl
Aliquotvolumen: 4µl
cDNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 µl
T4 DNA-Ligase (4 U/µl) . 1 µl
Die Ligation u¨ber mindestens 1 h (oder u¨ber Nacht) bei 16 °C inkubieren. Die fertige
Ligation kann bei -20 °C gelagert werden. Jeweils 5µl der Ligationsansa¨tze in chemisch
kompetente E. coli Top10 transformieren (vgl. Herstellung kompetenter Zellen 2.9.2, S. 92
und Hitzeschock 2.9.3.3, S. 95) und auf selektiven Platten anziehen. Mit drei separiert
wachsenden Klonen 3 ml Schu¨ttelkulturen animpfen und das Plasmid isolieren, dabei mit
60µl sterilem Wasser eluieren. Die Konzentration der isolierten Plasmide pru¨fen, 5µl auf
ein 0,8% Agarosegel (siehe 2.9.4.2.4, S. 96) auftragen.
Die Vektoren mit der UL36-DNA und der UL123-DNA in PCRs mit den Primern zum
Heraustrennen der Introns einsetzen, ca. 20 ng Vektor pro PCR-Ansatz einsetzen, eine
Gelelution durchfu¨hren (2% Agarosegel) und die einzelnen Exons erneut in pCRblunt
ligieren.
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Fu¨r die Sequenzierung der intergrierten CMV-DNA 30µl mit einer DNA-Konzentration
von 50 ngµl an die Firma“GATC”schicken, mit M13-RP und M13-FP sequenzieren lassen.
Fu¨r die UL55- und UL86-DNA zusa¨tzlich Primer innerhalb der cDNA synthesieren lassen,
um die Sequenz u¨ber die gesamte La¨nge u¨berpru¨fen zu ko¨nnen.
2.10.4 Restriktionsspaltung und Klonierung in den Vektor pENTR1a
2.10.4.1 Prinzip
2.10.4.1.1 Restriktionsspaltung
Als Restriktionsenzyme (RE) bezeichnet man Endonucleasen bakteriellen Ursprungs. Sie
spalten hydrolytisch das Phosphodiester-Ru¨ckgrat auf beiden Stra¨ngen der DNA. Die
Unterscheidung und Benennung der RE erfolgt nach Ursprungsorganismus, Erkennungs-
sequenz und Spaltstelle. Die urspru¨ngliche Funktion von Restriktionsenzymen ist die Zer-
sto¨rung von eingedrungener Fremd-DNA, wa¨hrend die eigenene DNA an mo¨glichen Er-
kennungsstellen fu¨r das Restriktionsenzym durch Methylierung geschu¨tzt wird.
Ha¨ufig verwendet werden Restriktionsenzyme mit nur einer einzigen Spaltaktivita¨t, sie
spalten oft innerhalb ihrer palindromen Erkennungssequenz. Mittels solcher Restriktions-
enzyme lassen sich definierte stumpfe Enden, 5’- oder 3’-U¨berha¨nge erzeugen. Vor allem
letztere werden zur gezielten Klonierung von Nucleinsa¨uren, wie hier bei Ligation eines
sogenannten Inserts in einen Vektor, genutzt. Insert und Vektor werden separat mit dem
gleichen RE gespalten, die gewu¨nschten Fragmente z.B. durch Elektrophorese getrennt
und gereinigt. Durch Verwendung von 2 (oder mehr) Restriktionsenzymen kann auch die
Ausrichtung des Inserts im Vektor gelenkt werden, was bei Expressions-Konstrukten eine
große Rolle spielt.
Restriktionsansa¨tze enthalten generell Puffersubstanzen (z.B. Tris), ein divalentes Ka-
tion fu¨r die Enzymaktivita¨t (z.B. Mg2+) und ein Sulfhydrylreagenz (z.B. DTT oder 2-
Mercaptoethanol) zur Stabilisierung des Enzyms. Da viele RE aus Bakterien wie E. coli
stammen, liegt das Temperaturoptimum meist bei 37 °C, aber auch ho¨here und niedrige-
re Temperaturoptima sind - in Abha¨ngigkeit vom Ursprungsorganismus der RE - mo¨g-
lich [60].
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2.10.4.1.2 Ligation in pENTR1a
Der Vektor pENTR1a ist an das Gateway-System adaptiert und entha¨lt Rekombina-
tionsstellen, die ein einfaches Umklonieren in diverse Vektoren dieses Systems ermo¨glicht.
Er entha¨lt eine Helikase als Suizidgen in der MCS und vermittelt eine Kanamycinresistenz.
Aufgrund des Suizidgens ccdB kann der Vektor ohne Insert nur in bestimmten Sta¨mmen
wie E. coli DB3.1 angezogen werden, die resistent gegen das Suizidgen sind.
Das Gateway-System beruht auf dem Rekombinationssystem des Bakteriphagenλ, der
seine DNA sequenzspezifisch ins Wirtsgenom einbaut, dies geschieht mit Hilfe von soge-
nannten “Klonasen”, also Enzymen, die die Rekombination vermitteln. Hat man die ge-
wu¨nschte cDNA in einen Eingangsvektor (“Entry”-Vektor) eingebaut, z. B. wie hier u¨ber
RE-Spaltung und Ligation, kann mit Hilfe von Klonasen unter Nutzung der Rekombina-
tionsstellen hineinrekombiniert werden. Die Rekombinationssequenzen in pENTR1a sind
attL1 und attL2, sie flankieren die MSC.
2.10.4.2 Materialien
2.10.4.2.1 Plasmidislation
3 ml LB Kulturen (mit Kanamycin)
Plasmidisolationskit (QIAGEN Plasmid MiniKit)
steriles Wasser
2.10.4.2.2 RE-Spaltung
KpnI
XhoI
NotI
BsmBI
steriles Wasser
10Ö Enzympuffer
2.10.4.2.3 Ligation
siehe 2.10.3.2, S. 109
2.10.4.3 Durchfu¨hrung
2.10.4.3.1 Anzucht, Vermehrung und Aufreinigung des Vektors pENTR1a
Chemisch kompetent gemachte E. coli DB3.1 mit 50 ng Vektor pENTR1a transformieren,
mit positiven Klonen 3 ml Schu¨ttelkulturen animpfen und eine Plasmidisolation durchfu¨h-
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ren. Die Konzentration des aufgereinigten Vektors bestimmen, Reinheit und Qualita¨t der
Plasmide außerdem auf einem 0,8% Agarosegel u¨berpru¨fen. Den Vektor mit den verschie-
denen RE-Kombinationen aufschneiden.
2.10.4.3.2 Analytische Spaltung
Analytische Spaltung der cDNAs im Vektor pCRblunt
Plasmid Enzym 1 Enzym 2 10ÖPuffer Wasser
1 2 µl UL36-1 1 µl KpnI 2 µl BsmBI 2 µl 13µl
2 2 µl UL36-2 1 µl KpnI 2 µl XhoI 2 µl 13µl
3 3 µl UL55 1µl KpnI 2 µl XhoI 2 µl 12µl
4 2 µl UL83 1µl KpnI 2 µl XhoI 2 µl 13µl
5 2 µl UL86 1µl KpnI 2 µl NotI 2 µl 13µl
6 5 µl UL94 1µl KpnI 2 µl XhoI 2 µl 10µl
7 3 µl UL122 1µl KpnI 2 µl NotI 2 µl 12µl
8 5 µl UL123-1 1 µl KpnI 2 µl BsmBI 2 µl 10µl
9 6 µl UL123-2 1 µl BsmBI 2 µl 11µl
10 4 µl UL123-3 1 µl BsmBI 2 µl XhoI 2 µl 11µl
Endvolumen: 20µl
Puffer fu¨r Ansa¨tze mit KpnI : “Kpn-buffer”
Puffer fu¨r BsmBI + XhoI : “R+”
Puffer fu¨r BsmBI allein: “NEB buffer 3”
Fu¨r eine analytische Spaltung 300 bis 400 ng DNA einsetzen. Wird bei einer Doppelspal-
tung ein Puffer benutzt, in dem eines der RE schlecht arbeitet, die Menge dieses RE
verdoppeln. Die Ansa¨tze u¨. N. bei 37 °C inkubieren, auf einem 1% Agarosegel analysieren.
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2.10.4.3.3 Pra¨parative Spaltung
Pra¨parative Spaltung der cDNAs im Vektor pCRblunt
Plasmid Enzym 1 Enzym 2 10ÖPuffer Wasser
1 5 µl UL36-1 1µl KpnI 2 µl BsmBI 5 µl 37µl
2 5 µl UL36-2 1µl KpnI 2 µl XhoI 5 µl 37µl
3 5 µl UL55 1 µl KpnI 2 µl XhoI 5 µl 37µl
4 5 µl UL83 1 µl KpnI 2 µl XhoI 5 µl 37µl
5 10 µl UL94 1 µl KpnI 2 µl XhoI 5 µl 32µl
6 5 µl UL122 1 µl KpnI 2 µl NotI 5 µl 37µl
7 6 µl UL123-1 1µl KpnI 2 µl BsmBI 5 µl 36µl
8 8 µl UL123-2 1µl BsmBI 5 µl 35µl
9 7 µl UL123-3 1µl BsmBI 2 µl XhoI 5 µl 35µl
V1 20 µl pENTR1a 1 µl KpnI 2 µl XhoI 5 µl 22µl
V2 20 µl pENTR1a 1 µl KpnI 2 µl NotI 5 µl 22µl
Endvolumen: 50µl
Puffer fu¨r Ansa¨tze mit KpnI : “Kpn-buffer”
Puffer fu¨r BsmBI + XhoI : “R+”
Puffer fu¨r BsmBI allein: “NEB buffer 3”
Fu¨r eine pra¨parative Spaltung ca. 2µg DNA einsetzen. Den Vektor pENTR1a mit den
verschiedenen RE-Kombinationen aufspalten. Die cDNAs aus pCRblunt herausspalten.
Die Fragmente u¨ber ein 1% Agarosegel auftrennen, die Fragmente UL36-1, UL123-1 und
UL123-2 u¨ber ein 2% Agarosegel, und die gesuchten Fragmente ausschneiden, eine Gel-
elution durchfu¨hren.
2.10.4.3.4 Ligation in pENTR1a
Fu¨r die Ligation Vektor und Insert im Verha¨ltnis 1 : 2 mischen, hier wurden 3µl Vektor
pENTR1a und 6µl Insert verwendet, bei UL36 und UL123 jeweils 3µl jedes Inserts ver-
wenden. Jeweils 2µl 10ÖLigasepuffer zugeben, mit sterilem Wasser auf 19µl auffu¨len und
1µl T4-Ligase zugeben. U¨ber Nacht bei 16 °C inkubieren, am na¨chsten Tag in chemisch
kompetente E. coli TOP10 transformieren. Von jeder Platte 3 Klone benutzen, um 3 ml
Schu¨ttelkulturen anzuimpfen und eine Plasmidisolation durchzufu¨hren. Die Konzentration
des aufgereinigten Vektors bestimmen, Reinheit und Qualita¨t der Plasmide außerdem auf
einem 0,8% Agarosegel u¨berpru¨fen. Eine PCR mit den sequenzspezifischen Primern (vgl.
2.10.2.2, S. 103) und Phusion-Polymerase (vgl. 2.10.2.3, S. 105) durchfu¨hren.
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2.10.5 Rekombination in den Vektor pDest20
2.10.5.1 Prinzip
Die sogenannten destination- oder Bestimmungs-Vektoren im Gateway-System sind Vek-
toren, die entweder direkt fu¨r die Expression genutzt werden ko¨nnen oder die in einen
Expressionvektor umgewandelt werden ko¨nnen. Der hier verwendete pDest20 entha¨lt ein
Gluthation-S-Transferase-Tag, das spa¨ter die Aufreinigung der rekombinanten Proteine er-
leichtern soll. U¨ber L-R-Rekombination (der Vektor pENTR1a tra¨gt die attL-Sequenzen,
der Vektor pDest20 attR-Sequenzen) wird die CMV-cDNA in den Bestimmungsvektor
einkloniert, dazu wird Klonase benutzt. Der Vektor pDest20 tra¨gt 2 Resistenzen, gegen
Ampicillin und Chloramphenicol, bei einer erfolgreichen Rekombination geht die Chlor-
amphenicolresistenz verloren.
2.10.5.2 Materialien
2.10.5.2.1 Gewinnung und Kontrolle des Vektors pDest20
Agarplatten mit Ampicillin und Chloramphenicol
Agarplatten mit Ampicillin
Agarplatten mit Chloramphenicol
LB-Medium
Agarplatten, Medium und Antibiotika siehe 2.9.1.2, S. 91
Vektor pDest20 (Invitrogen)
2.10.5.2.2 L-R-Rekombination
Clonase II Mix (Invitrogen)
Vektor pDest20 (Invitrogen)
CMV-cDNAs in Vektor pENTR1a
TE-Puffer, pH 8,0
2.10.5.2.3 Gewinnung von pDest20 -Expressionsklonen
CMV-cDNAs in Vektor pDest20
chemisch kompetente E. coli TOP10
selektive Agarplatten und 3 ml LB-Kulturen
Plasmidisolationskit (QIAGEN)
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2.10.5.3 Durchfu¨hrung
2.10.5.3.1 Gewinnung des Vektors pDest20
Den Vektor in chemisch kompetent gemachte E. coli DB3.1 mittels Hitzeschock (siehe
2.9.3.3, S. 95) transformieren. Auf selektiven Platten mit Ampicillin und Chlorampheni-
col ausplattieren (vgl. 2.9.1.2.3, S. 91 und 2.9.1.2.4, S. 91). Mit 3 Kolonien 3 ml Schu¨t-
telkulturen animpfen. Eine Plasmidisolation durchfu¨hren, Konzentration und Reinheit
photometrisch und auf einem 0,8% Agarosegel (siehe 2.9.4.2.4, S. 96) kontrollieren. Zur
U¨berpru¨fung des Suizidgens chemisch kompetent gemachte E. coli TOP10 transformieren,
es du¨rfen keine Zellen wachsen.
2.10.5.3.2 Rekombination in den Vektor pDest20
Fu¨r die L-R-Rekombination ca. 50 bis 150 ng vom Eingangsvektor mit 150 ng Be-
stimmungsvektor einsetzen. Die Rekombination wird in TE-Puffer durchgefu¨hrt, der
ClonaseII-Mix (Invitrogen) zugegeben und laut Herstellerangaben fu¨r mindestens 1 h bei
25 °C inkubiert. Bei gro¨ßeren Fragmenten ist eine Verla¨ngerung der Inkubationszeit em-
pfohlen, hier wurde u¨. N. bei RT inkubiert. Die Klonase wird danach durch Spaltung mit
Proteinase K fu¨r 10 min bei 37 °C inaktiviert.
2.10.6 Herstellung und Aufreinigung von Bacmiden fu¨r die
Transfektion
2.10.6.1 Prinzip
Das Bacmid wird durch Transformation des Bestimmungsvektors pDest20 in chemisch
kompetente E. coli DH10Bac gewonnen. Der E. coli DH10Bac tra¨gt zum einen das Bacmid
pMON14272 (Kanamycinresistenz), zum anderen noch ein Helferplasmid pMON7124, das
die Transposition vom Destinationsvektor (Gentamycinresistenz) in das Bacmid ermo¨g-
licht. Verschiedene Antibiotikaresistenzen in den Plasmiden gewa¨hrleisten bei Anzucht
in selektivem Medium, dass keines der 3 verloren geht. Außerdem ist eine Blau-Weiß-
Selektion von positiven Kolonien mo¨glich. Des Bacmid tra¨gt lac-Promoter und das LacZ’ -
Gen, darin liegt die Zielsequenz der Transposition. Das Wirtsbakterium tra¨gt LacZ∆.
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Transponiert das Insert in das Bacmid, so kann das LacZ’ -Gen nicht exprimiert wer-
den. Ist das LacZ’ -Gen nicht unterbrochen, so kommt es zur α-Komplementierung von
N-terminalem α-Fragment und C-terminalen ω-Fragment. Bakterienkolonien mit aktiver
β-Galactosidase werden bei Inkubation mit IPTG und X-Gal blau: Das IPTG dient zur
Induktion des lac-Promoters. Die β-Galactosidase hydrolysiert dann X-Gal zu einem was-
serunlo¨slichen, blauen Farbstoff [59].
2.10.6.2 Materialien
2.10.6.2.1 Stammlo¨sungen fu¨r Blau-Weiss-Selektion
20 mM IPTG
20 mg/ml X-Gal (in DMF)
2.10.6.2.2 Selektive Agarplatte fu¨r Blau-Weiss-Selektion
LB-Agar
Tetracyclin, 10 µg/ml
Kanamycin, 50µg/ml
Gentamycin, 7µg/ml
IPTG, pro 20 ml Platte 20 µl
X-Gal, pro 20 ml Platte 40 µl
2.10.6.2.3 Bacmidisolierung
3 ml Schu¨ttelkulturen
Puffer P1 und P2 aus PlasmidMini-Kit (QIAGEN)
Puffer P3 aus PlasmidMidi-Kit (QIAGEN)
Isopropanol
70% Ethanol
Puffer AE (QIAGEN; 10 mM Tris-HCl, 0,5 M EDTA, pH 9,0)
2.10.6.2.4 Kontrolle der Bacmide mit PCR
Kontrollprimer
Primer Sequenz
pDest20fw 5’ tcc agc aag tat ata gca tgg cct tt 3’
sequenzspzifische revers-Primer (siehe 2.10.2.2, S. 103)
2.10.6.3 Durchfu¨hrung
Die fertigen pDest20 -Vektoren mit den CMV-cDNAs in chemisch kompetente E. coli
DH10Bac transformieren. Verschiedene Volumina (z. B. hier 50 und 250µl) ausplattieren.
Am na¨chsten Tag die Platten aus dem Brutschrank entnehmen und fu¨r 1-2 h in den
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Ku¨hlschrank stellen. Von jeder Platte 5 weiße Kolonien auf selektiven Platten ausstreichen
(als Kontrolle und Erhaltungsplatte) und 3 ml Schu¨ttelkulturen animpfen.
Die Schu¨ttelkulturen ca. 16 h wachsen lassen. Zellen fu¨r 3 min bei 8000 rpm abzentrifugie-
ren, Pellet in 200µl P1 resuspendieren, 200µl P2 zum Lysieren der Zellen zugeben und
5 min bei RT inkubieren. Dann 300µl P3 zugeben und bei maximaler Geschwindigkeit
(13000 rpm) 10 min zentrifugieren, U¨berstand in ein sauberes, autoklaviertes 1,5 ml Ge-
fa¨ß u¨berfu¨hren und Zentrifugation wiederholen. Den klaren U¨berstand abnehmen und ca.
zwei Drittel Volumen (hier 500µl) Isopropanol zugeben. Bei maximaler Geschwindigkeit,
4 °C, 30 min zentrifugieren. Den U¨berstand verwerfen und das DNA-Pellet mit 70% Etha-
nol waschen, erneut 10 min, 4 °C, 13000 rpm zentrifugieren. Das Ethanol abnehmen und
Pellet 5 min trocknen lassen. Dann in 60µl Puffer AE aufnehmen, 20 min bei RT stehen
lassen, nicht durch Auf- und Abpipettieren mischen, sondern umru¨hren.
Aliquots der Bacmid-DNA entnehmen, 1 : 100 verdu¨nnen und die Konzentration im Pho-
tometer messen. Eine Kontroll-PCR mit einem Primer am Ende der GST (pDest20fw)
und dem hinteren sequenzspezifischen Primer (vgl. 2.10.2.2, S. 103) durchfu¨hren, in einem
1% Agarosegel analysieren.
20 µl Kontroll-PCR-Ansatz
Substanz 1Ö 6Ö
5ÖGC-Puffer . . . . . . . . . . . . 4µl 24 µl
dNTPs . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 µl 12 µl
Phusion Polymerase . . . . . 0,3 µl 1,8µl
Primer pDest20fw . . . . . . . 1 µl 6 µl
Wasser . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10,7µl 64,2µl
Aliquotvolumen: 18µl
Primer 2 (10µM) . . . . . . . . 1µl
Bacmid (1:100 verd.) . . . . 1 µl
Protokoll fu¨r Kontroll-PCR
Schritt Temperatur Dauer Schritt Temperatur Dauer
1 98 °C 5 min 2-4 30Ö
2 98 °C 30 s 5 72 °C 5 min
3 55 °C 30 s 5 - 7 4 °C ∞
4 72 °C 60 s 8
117
Kapitel 2. Materialien und Methoden
2.10.7 Anzucht von Insektenzellen
2.10.7.1 Prinzip
Erste Insektenzelllinien wurden in den siebziger Jahren hergestellt [61]. Insektenzellen wer-
den ha¨ufig als Expressionssystem benutzt, wenn große Mengen an Proteinen hergestellt
werden sollen. Hier werden Sf9-Zellen, immortalisierte Zellen aus dem Ovar des Nachtfal-
ters Spodoptera frugiperda, verwendet. Andere Insektenzelllinien sind z. B. Sf21 oder Tn-5
(HighFive).
Die Zellen wachsen sowohl semi-adha¨rent als auch in Suspension, Suspensionskulturen
ko¨nnen dabei mehr Zellen enthalten und auch mehr Protein liefern. Die Zellen mu¨ssen
je nach Aussaatdichte alle 2 bis 4 Tage geteilt (adha¨rente Kultur) oder verdu¨nnt wer-
den (Suspensionskultur). Die Sf9 -Zellen wachsen optimal bei 27 °C, sie beno¨tigen keine
CO2-Begasung, sondern eine ausreichende Sauerstoffzufuhr, daher sollten Kulturflaschen
mit Filterdeckel verwendet werden, bei der Kultivierung in geschlossenen Gefa¨ßen sollte
maximal ein Fu¨nftel des Volumens mit Zellsuspension gefu¨llt werden.
2.10.7.2 Materialien
2.10.7.2.1 Insektenzellen
InsectDirect System Sf9 -Zellen (Novagen)
2.10.7.2.2 Medium
BacVector Insect Cell Medium (Novagen)
2.10.7.2.3 Kryokonservierung
BacVector Insect Cell Medium (Novagen)
5% hitzeinaktiviertes FKS
20% DMSO, Hybridoma-getestet (Sigma)
2.10.7.2.4 Sonstige Reagenzien
Trypanblaulo¨sung
70% Ethanol
2.10.7.2.5 Verbrauchsmaterial
Zellschaber (Sarstedt)
25 cm2 Flaschen (Greiner)
75 cm2 Flaschen (Greiner)
Roller Bottles (Sarstedt)
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2.10.7.2.6 Gera¨te
Mikroskop
Neubauer-Za¨hlkammer
Brutschrank (mit befeuchteter Atmospha¨re)
Zentrifuge
sterile Werkbank
2.10.7.3 Durchfu¨hrung
2.10.7.3.1 Allgemeines
Alle Arbeiten mit Sf9 -Zellen mu¨ssen unter der sterilen Werkbank erfolgen. Das Medium
wird aliquotiert, Aliquots, die wa¨hrend Arbeiten mit Virus verwendet wurden, werden
nicht gleichzeitig fu¨r die Erhaltungskulturen benutzt. Die Sf9 -Zellen werden nicht gleich-
zeitig mit anderen Zellen (Bakterien, PBMNCs) bearbeitet, zentrifugiert etc., wurden
zuvor andere Proben unter der sterilen Werkbank bearbeitet, die Arbeitsfla¨che mit Ba-
cillol oder 70% Ethanol abwischen. Zellkulturflaschen, Ro¨hrchen mit Medium etc. nicht
offen stehen lassen, sondern Deckel auflegen. Nach Arbeiten mit Baculoviren werden Ober-
fla¨chen und Gera¨te mit einem zur Virusinaktivierung geeigneten Reinigungsmittel (hier
“Incidin perfekt”) gesa¨ubert.
2.10.7.3.2 Auftauen der Stammkultur
Das Medium (BacVector Insect Cell Medium) in 50 ml Ro¨hrchen aliquotieren. Ein Ali-
quot bei 27 °C warmstellen, das u¨brige Medium kalt und dunkel aufbewahren. Ein Aliquot
der Sf9 -Zellen (Lieferumfang: 3 Ro¨hrchen mit je 1Ö 107 Zellen) bei 27 °C auftauen. Das
Ro¨hrchen mit 70% Ethanol reinigen. Die Zellen in ein 15 ml Ro¨hrchen u¨berfu¨hren und
langsam 10 ml warmes Medium zutropfen lassen. Die Zellsuspension vorsichtig durchmi-
schen und in eine 75 cm2 Flasche geben, vorsichtig schwenken, bis der gesamte Flaschen-
boden benetzt ist. Die Zellen 1 h bei 27 °C inkubieren. Adha¨renz der Zellen unter dem
Mikroskop u¨berpru¨fen. Das Medium absaugen und durch 10 ml frisches, warmes Medium
ersetzen. Die Zellen weiter inkubieren, bis das Monolayer zu ca. 90 bis 95% konfluent ist.
Medium alle 2 Tage wechseln.
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2.10.7.3.3 Adha¨rente Kultur
Kulturen, die u¨ber 80% konfluent sind, ko¨nnen zwischen 1:2 bis zu 1:20 geteilt werden.
Zum Teilen der Zellen das alte Medium absaugen und durch warmes, frisches Medium
ersetzen. Frisches Medium in neuen Flaschen vorlegen. Mit einem Zellschaber die Zellen
vorsichtig vom Flaschenboden lo¨sen, mit einer Pipette resuspendieren und in ein 15 ml
Ro¨hrchen u¨berfu¨hren. Ein Aliquot entnehmen und mit Trypanblau versetzen, in der Neu-
bauerza¨hlkammer die lebenden Zellen za¨hlen. Die Konzentration der Zellsuspension ein-
stellen und auf die neuen Flaschen verteilen, z. B. auf 1Ö 106 Zellen pro 1 ml. In einer
25 cm2 Flasche sollten ca. 1Ö 106 Zellen in 5 ml ausgesa¨ht werden, in einer 75 cm2 Flasche
3Ö 106 Zellen in 10 bis 12 ml.
2.10.7.3.4 Suspensionskultur
Fu¨r eine Suspensionskultur werden die Zellen bei einer Dichte von 1Ö 106 pro 1 ml aus-
gesa¨ht. Die Zelldichte sollte nicht unter 5Ö 105 und nicht u¨ber 4Ö 106 Zellen pro 1 ml
liegen. Die Suspensionskulturen mu¨ssen geteilt bzw. verdu¨nnt werden, wenn die Zelldich-
te zwischen 3 bis 4Ö 106 pro 1 ml liegt. Wie bei der adha¨renten Kultur die Zellen mit
Trypanblau za¨hlen und die Verdu¨nnung auf die lebenden Zellen bezogen berechnen.
2.10.7.3.5 Kryokonservierung
Sobald nach dem Auftauen der gekauften Ursprungskultur genu¨gend Zellen vorhanden
sind, sollten Zellen fu¨r spa¨tere Kulturen eingefroren werden. Die Zellen sind ca. fu¨r 20
Passagen in Kultur zu halten, danach nimmt die Wachstumsrate und die Vitalita¨t stark
ab. Daher sollten mo¨glichst Zellen aus einer fru¨hen Passage eingefroren werden. Dazu
eine exponentiell wachsende Kultur in frischem Medium ernten. Die Zellzahl und Vitalita¨t
bestimmen, die Vitalita¨t sollte u¨ber 90% liegen. Die Zellen in Medium auf 2Ö 107 Zellen
pro 1 ml einstellen. Das gleiche Volumen an Einfriermedium vorbereiten: Medium mit 5%
hitzeinaktiviertem FKS und 20% DMSO versetzen (z. B. fu¨r 50 ml Einfriermedium 10 ml
DMSO, 2,5 ml FKS und 37,5 ml Medium), Zellsuspension und Einfriermedium 1:1 mischen
und in 1 ml Aliquots einfrieren. Dabei zuna¨chst im Propanolbad auf -80 °C stellen, nach
spa¨testens 2 Wochen fu¨r Langzeitlagerung in flu¨ssigen Stickstoff u¨berfu¨hren.
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2.10.8 Herstellung von Virusu¨bersta¨nden fu¨r die Infektion
2.10.8.1 Prinzip
2.10.8.1.1 Transfektion
Bei einer Transfektion wird Fremd-DNA in eine Zelle eingebracht, diese wird dadurch
transfiziert. Es gibt unterschiedlichste Transfektionsmethoden, diese lassen sich nach dem
Mechanismus einteilen, durch den die DNA in die Zelle gelangt: durch Endo- bzw. Phago-
zytose, durch Fusion mit der Zelle, durch Diffusion, durch physikalische Verfahren (z. B.
Mikroinjektion oder Beschuss) oder durch virale Aufnahmemechanismen [59]. Hier wird
eine auf Lipofektion beruhende Methode verwendet. Die DNA wird dabei mit der Lipid-
lo¨sung inkubiert, es bilden sich DNA-Lipid-Komplexe. Diese Komplexe gibt man zu den
Zellen und inkubiert mehrere Stunden, durch Fusion der Lipide mit der Zellmembran ge-
langt die DNA ins Zellinnere. Im Falle der hier transfizierten Baculovirus-DNA beginnen
die Zellen nach ca. 72 h mit der Produktion von Virus, dabei sterben die Zellen ab und
das Virus wird in den U¨berstand entlassen. Es kann dann zur Neuinfektion von Zellen
verwendet werden.
2.10.8.1.2 Expressionstest
Um festzustellen, ob die infizierten Zellen das gewu¨nschte Protein exprimieren, wird ein
Expressionstest durchgefu¨hrt. Dabei wird eine relativ kleine Zellmenge mit dem aus der
Transfektion gewonnenen Virus infiziert, eine uninfizierte Kontrolle wird parallel ange-
setzt. Nach 48 h werden die Zellen geerntet, in Probenpuffer aufgenommen, kurz aufge-
kocht und auf einem Acrylamidgel aufgetrennt. Im Vergleich mit der Negativkontrolle
sollten sich in den Proteinbanden der infizierten Zellen zusa¨tzliche und/oder sta¨rkere
Banden anfinden, auch große Tags wie das GST ko¨nnen als Extrabande auftauchen.
2.10.8.1.3 Herstellung von gro¨ßeren Virusu¨berstandvolumina
Zeigt sich eine Proteinexpression bei den infizierten Zellen, so muss zur Gewinnung des
rekombinanten Proteins eine gro¨ßere Zellmenge infiziert werden. Dazu muss zuvor mehr
Virusu¨berstand gewonnen werden. Zu diesem Zweck werden schrittweise immer gro¨ßere
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Volumina infiziert. Nach mehreren Vermehrungszyklen ist genug Virus vorhanden, aller-
dings sollte nach einigen Vermehrungen der Expressionstest wiederholt werden, um sicher
zu stellen, das weiterhin Proteinexpression stattfindet.
2.10.8.2 Materialien
2.10.8.2.1 Transfektion
Sf9 -Zellen, >90% Vitalita¨t (vgl. 2.10.7.3, S. 119)
Bacmid-DNA
Cellfectin (Invitrogen)
2.10.8.2.2 Expressionstest
Sf9 -Zellen, >90% Vitalita¨t (vgl. 2.10.7.3, S. 119)
Virusu¨bersta¨nde aus Transfektion
Probenpuffer und weitere Materialien fu¨r PAGE (siehe 2.9.6.2, S. 99)
2.10.8.3 Durchfu¨hrung
2.10.8.3.1 Transfektion
Die Transfektion mit Cellfectin wurde nach Angaben des Herstellers (Invitrogen) durch-
gefu¨hrt. In einer 6-Loch-Platte pro Loch 1Ö 106 Sf9 -Zellen aussa¨hen, 1 h adha¨rieren las-
sen. Ungefa¨hr 2µg Bacmid-DNA in 100µl Medium mit 5µl und 2µl Cellfectin 100µl
Medium mischen, 30 min bei RT inkubieren. Mit 800µl Medium auf 1 ml auffu¨llen. Das
Medium von den Insektenzellen absaugen und durch die Transfektionsansa¨tze ersetzen,
5 h bei 27 °C inkubieren. Dann den U¨berstand abnehmen und 2 ml frisches Medium zuge-
ben. Fu¨r 72 h weiter inkubieren, Infektion und Lyse der Zellen im Mikroskop u¨berpru¨fen,
Virusu¨berstand abnehmen.
2.10.8.3.2 Expressionstest
In einer 24-Loch-Platte 5Ö 105 vitale Sf9 aussa¨hen, 1 h absitzen lassen, Adha¨renz der
Zellen im Mikroskop pru¨fen. Das Medium abnehmen, 300µl frisches Medium und 200µl
Virus (aus der Transfektion) zugeben. Neben den Ansa¨tzen mit unterschiedlichen Cell-
fectinmengen im Komplexierungsschritt (2µl und 5µl), wurden noch Testansa¨tze mit 1%
FCS und in Sf900-Medium (Invitrogen) gemacht. Fu¨r ca. 48 h inkubieren, es sollten sich
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Zeichen einer Infektion (vergro¨ßerte, granula¨re Zellen, spa¨ter auch abgelo¨ste Zellen) zei-
gen. Die U¨bersta¨nde abnehmen und fu¨r eine eventuelle Analyse aufbewahren (Protein im
U¨berstand fu¨r PAGE mit TCA fa¨llen). Zu jedem Loch 200µl 5ÖProbenpuffer (vgl. 2.9.6.2,
S. 99) geben. Die Proben in 1,5 ml Gefa¨ße u¨berfu¨hren, aufkochen und 10µl pro Spur in
einem Polyacrylamidgel auftrennen (vgl. 2.9.6.3, S. 100). Ergebnis der Auftrennung mit
einem Photo dokumentieren.
2.10.8.3.3 Herstellung von gro¨ßeren Virusu¨berstandvolumina
Zuna¨chst adha¨rente Kulturen infizieren, sobald ausreichend Virus vorhanden ist, Suspen-
sionskulturen infizieren, ca. 10 bis 20% des Kulturvolumens an Virus zugeben. Nach zwei
bis drei Vermehrungszyklen nochmal Expressionstest durchfu¨hren.
2.10.9 Proteingewinnung
2.10.9.1 Prinzip
Um eine ausreichende Menge an Protein fu¨r weitere Versuche (hier Stimulationsversuche)
zu gewinnen, werden große Mengen an Sf9 -Zellen infiziert, nach 48 h werden die Zellen ge-
erntet und aufgeschlossen, um die rekombinanten Proteine zu isolieren. Große Zellmengen
lassen sich gut in Suspensionskultur anziehen, allerdings bedu¨rfen die Sf9 -Zellen einer aus-
reichenden Sauerstoffzufuhr und ko¨nnen verglichen mit Bakterien nur langsam geschu¨ttelt
werden.
Der Zellaufschluß kann mit Detergenzien oder mechanisch erfolgen, hier werden die Zellen
durch Ultraschall aufgeschlossen. Aufgrund der Hitzeentwicklung beim Ultraschallen muss
geku¨hlt werden, um eine Denaturierung der Proteine zu verhindern. Je nach Eigenschaften
des zu isolierenden Proteins ko¨nnen verschiedene Aufschlusspuffer verwendet werden, die
z. B. die Proteine in Lo¨sung halten.
Um die rekombinanten von den zellula¨ren Proteinen zu trennen, sind sie mit einem GST-
Tag versehen. Nachdem die festen Bestandteile abgetrennt wurden, ko¨nnen die rekombi-
nanten Proteine durch Affinita¨tschromatographie aus der Lo¨sung entfernt werden. Eine
TEV-Schnittstelle zwischen GST-Tag und Zielprotein ermo¨glicht die Abspaltung vom Sa¨u-
lenmaterial. Bei Bedarf kann die verwendete Protease, die ein 6ÖHis-Tag tra¨gt, ebenfalls
durch Affinita¨tschromatographie entfernt werden.
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Um den Aufreinigungsprozess zu beurteilen (Verluste, Anreicherung), werden in mehreren
Schritten der Aufreinigung Aliquots gesammelt und mit PAGE analysiert.
2.10.9.2 Materialien
2.10.9.2.1 Expression von Proteinen
Materialien fu¨r Insektenzellkultur (vgl. 2.10.7.2, S. 118)
Sf9 -Zellen, >90% Vitalita¨t (vgl. 2.10.7.3, S. 119)
Virusu¨bersta¨nde (mindestens 20 ml)
2.10.9.2.2 Aufreinigung der Proteine
PBS
GST-resin (G-biosciences)
AcTEV-Protease, mit 20ÖPuffer und 0,1 M DTT (Invitrogen)
2.10.9.2.3 Kontrolle der Aufreinigung
Probenpuffer und weitere Materialien fu¨r PAGE (siehe 2.9.6.2, S. 99)
2.10.9.3 Durchfu¨hrung
2.10.9.3.1 Animpfen Sf9-Kulturen
Fu¨r jedes der Proteine (UL55, UL83, UL94, UL122, UL123) eine Roller Bottle mit 200 ml
Zellsuspension mit 1Ö 106 Zellen pro 1 ml vorbereiten. 10% (v/v) Virus zugeben. Bei
60 rpm 27 °C 48 h kultivieren.
2.10.9.3.2 Ernte und Aufschluß der Zellen
Ein Aliquot der Zellsuspension zur Analyse entnehmen. Die Zellen in 50 ml Ro¨hrchen bei
300Ö g, 4 °C abzentrifugieren, U¨berstand verwerfen. Zellen in 25 ml PBS resuspendieren
und mit Ultraschall aufschließen, dabei auf Eis ku¨hlen, dreimal fu¨r 20 sec beschallen,
dazwischen 2 min auf Eis abku¨hlen lassen. Die Zelltru¨mmer abzentrifugieren. Von den
Zelltru¨mmern und aus dem U¨berstand ein Aliquot zur Analyse entnehmen.
2.10.9.3.3 Aufreinigung der Proteine u¨ber die GST und Abtrennen der GST
Zuna¨chst die GST-Agarose nach Herstellerangaben vorbereiten: 1,33 ml des 75% Sa¨ulen-
materials bei 500Ö g fu¨r 5 min abzentrifugieren, U¨berstand abgießen. Mit 10 ml kaltem
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PBS waschen, nochmals zentrifugieren und mit 1 ml PBS mischen, dies ergibt das 50%
Sa¨ulenmaterial fu¨r die Aufreinigung. 2 ml des 50% Sa¨ulenmaterials pro 100 ml Zellu¨ber-
stand nach Ultraschallaufschluss verwenden.
Die U¨bersta¨nde fu¨r 30 min unter leichtem Schu¨tteln mit der GST-Agarose inkubieren.
Danach abzentrifugieren, U¨berstand abnehmen und Sa¨ulenmaterial zweimal mit 10 ml
kaltem PBS waschen. Aliquots des Sa¨ulenmaterials und der U¨bersta¨nde entnehmen.
Pro Ansatz 200µl TEV-Puffer vorbereiten, 10µl AcTEV-Protease zugeben, Sa¨ulenmate-
rial damit versetzen und u¨. N. bei 4 °C inkubieren. Sa¨ulenmaterial abzentrifugieren und
U¨berstand komplett abnehmen.
2.10.9.3.4 Kontrolle der Aufreinigung
Folgende Proben mit PAGE (vgl. 2.9.6.3, S. 100) analysieren:
1. 500 µl Zellsuspension; Pellet in 100 µl 5ÖProbenpuffer aufnehmen
2. 500 µl U¨berstand nach Ultraschallaufschluss; fa¨llen, in 100 µl 5ÖProbenpuffer aufnehmen
3. 500 µl U¨berstand nach Inkubation mit GST-Agarose; fa¨llen, in 100 µl 5ÖProbenpuffer aufnehmen
4. 200 µl Zelltru¨mmer; 100µl 5ÖProbenpuffer mischen
5. Spatelspitze GST-Agarose (nach Inkubation mit TEV); 20µl 5ÖProbenpuffer zugeben
6. 5 µl abgespaltenes Protein; 15µl 5ÖProbenpuffer zugeben
Die Proben 2 min aufkochen, abzentrifugieren und jeweils 10µl auf Gel auftragen, bei
der GST-Agarose und gespaltenem Protein 20µl auftragen. Das Ergebnis der PAGE mit
Photo dokumentieren.
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3 Ergebnisse
3.1 Quantifizierung CMV-erkennender T-Zellen mit
Tetrameren
Im Zeitraum von Juli 2006 bis Februar 2008 wurden 97 Patienten, die in der Ha¨mato-
logischen Klinik der MHH in Behandlung waren, eingeschlossen. 87 Patienten konnten
sowohl vor, als auch nach Transplantation auf vorhandene CMV-erkennende T-Zellen hin
untersucht werden. Ein Patient (UPN1329) wurde erst ca. 1 Jahr nach HSCT (engl. hema-
topoietic stem cell transplantation) in die Messungen aufgenommen, als eine Behandlung
aufgrund eines Rezidivs erfolgte. Ein weiterer (UPN1439) wurde ca. 1 Monat nach HSCT
eingeschlossen. Von den u¨brigen Patienten waren 6 zum Zeitpunkt dieser Auswertung
noch nicht transplantiert, 2 sind vor Transplantation verstorben. Im Folgenden werden
die klinischen Daten der Patientenkohorte zusammengefasst. Alle Daten beziehen sich auf
die in die Tetramermessung eingeschlossenen Patienten im genannten Zeitraum, außer es
ist ausdru¨cklich anders vermerkt.
3.1.1 Klinische Daten zur Patientenkohorte
3.1.1.1 Alter
Alter der Patienten zum Zeitpunkt
der HSCT
Mittelwert 49 Jahre
Median 54 Jahre
Wertebereich 18 - 70 Jahre
Tabelle 3.1: Alter der im Zeitraum Juli 2006 bis Februar 2008 eingeschlossenen Patienten
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Die Tabelle 3.1, S. 127 gibt einen U¨berblick u¨ber das Patientenalter. Das Alter in der
Patientenkohorte reichte von 18 bis 70 Jahren, der Median lag bei 54, das mittlere Alter
bei 49 Jahren. Die meisten Patienten waren zwischen 51 und 60 Jahre alt (n = 33), die
ju¨ngeren Patienten unter 30 Jahren waren in der Minderheit (n = 14), ebenso die a¨lteren
Patienten u¨ber 60 Jahre (n = 18). Das Alter der Spender ist nicht fu¨r alle Spender bekannt.
Bei den Spendern, deren Alter bekannt war (n = 91), lag der Wertebereich zwischen 17
und 71 Jahren, der Mittelwert war 38, der Median 39 Jahre.
3.1.1.2 Diagnose
Diagnose
Erkrankung n %
AA 2 2,2%
ALL 7 7,9%
AML 36 40,4%
CLL 2 2,2%
CML 3 3,4%
MDS 13 14,6%
MDS / MPS 1 1,1%
MPS 4 4,5%
NHL 6 6,7%
sAML 15 16,9%
Tabelle 3.2: Diagnose der im Zeitraum Juli 2006 bis Februar 2008 eingeschlossenen Pa-
tienten; AA = aplastische Ana¨mie, ALL = akute lymphatische Leuka¨mie, AML = akute myeloi-
sche Leuka¨mie, CLL = chronische lymphatische Leuka¨mie, CML = chronische myeloische Leu-
ka¨mie, MDS = Myelodysplastisches Syndrom, MDS/MPS = Mischform aus beiden Erkrankungen,
MPS = Myeloproliferatives Syndrom, NHL = non-Hogdkin Lymphom, sAML = sekunda¨re AML (z. B. aus
MDS)
Die Tabelle 3.2 gibt einen U¨berblick u¨ber die Erkrankungen der eingeschlossenen Patien-
ten. Die Patientenkohorte setzt sich aus Personen mit unterschiedlichen ha¨matologischen
Erkrankungen zusammen, diese entsprechen in der Verteilung aber den u¨blichen Patien-
tengruppen, die fu¨r eine HSCT in Frage kommen. Den gro¨ßten Anteil haben mit 40,4%
die AML (n = 36), gefolgt von sekunda¨ren AML (n = 15) mit 16,9%. Den na¨chstgro¨ßeren
Anteil stellen mit 14,6% Patienten mit MDS (n = 13). In der Gruppe der AML-Patienten
wurden 3 Patienten aufgrund fehlender HLA-identer Spender mit haploidenten Spendern
transplantiert (vgl. Tabelle 3.4, S. 129).
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3.1.1.3 Spender
Alter, Geschlecht [62], HLA-Typ [63], [64], Stammzellquelle (PBSCT oder KM) und CMV-
Serostatus [65] des Spenders haben Einfluss auf die Erfolgschancen einer Transplantation
[66]. Das Geschlecht, die Transplantatquelle und der CMV-Serostatus von Spender und
Empfa¨nger wird fu¨r alle Patienten dokumentiert.
Geschlecht von Empfa¨nger (R) und Spender (D)
R/D n %
w / w 16 18,0%
w / m 20 22,5%
m / w 17 19,1%
m / m 36 40,4%
Tabelle 3.3: Geschlecht von Empfa¨nger (R, engl. recipient) und Spender (D, engl. donor) in der Patien-
tenkohorte von Juli 2006 bis Februar 2008; w = weiblich, m = ma¨nnlich
Tabelle 3.3 fasst die Geschlechterkombination zwischen Spender und Empfa¨nger zusam-
men. Die meisten Patienten waren ma¨nnlich (n = 53). Fu¨r einen Großteil der ma¨nnlichen
Patienten konnten ma¨nnliche Spender gefunden werden, insgesamt wurden 36 Ma¨nner
mit Stammzellen von Ma¨nnern transplantiert, 17 Ma¨nner hatten eine weibliche Stamm-
zellspenderin, diese Kombinationen machen 40,4% (m/m) bzw. 19,1% (m/w) der Kohorte
aus. Bei den Patientinnen erhielten 16 Stammzellen von Frauen, 20 hatten einen Mann
als Spender.
Spender
Typ n %
HAPLO 3 3,4%
MRD 32 37,1%
MUD 38 42,6%
MMUD 15 16,9%
Tabelle 3.4: Herkunft des Transplantates fu¨r die eingeschlossenen Patienten von Juli 2006 bis
Februar 2008; HAPLO = haploidenter Spender, MRD = matched related donor / Familienspender,
MUD = matched unrelated donor / Fremdspender; MMUD = mismatched unrelated donor / nicht HLA-
identer Fremdspender
Wie bereits erla¨utert (1.1.5, S. 9 und 1.2.2.1, S. 14), spielt die U¨bereinstimmung der HLA-
Moleku¨le eine große Rolle im Rahmen von Transplantationen. U¨ber 70% der hier behan-
delten Patienten erhielten Zellen von einem Spender mit u¨bereinstimmendem HLA-Typ,
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dabei hatten 37% einen Familienspender (n = 33), wa¨hrend 42% Stammzellen von HLA-
identen Fremdspendern (n = 38) erhielten. Desweiteren wurden 17% der Patienten von ei-
nem nicht HLA-identen Fremdspender (n = 15) transplnatiert. 3,4% der Patienten (n = 3)
wurden haploident transplantiert, alle diese Patienten hatten eine AML.
3.1.1.4 CMV-Serostatus
CMV-Serostatus von Empfa¨nger (R) und Spender (D)
CMV-Serostatus n %
R= / D= 28 31,8%
R= / D+ 8 9,1%
R+ / D= 9 10,2%
R+ / D+ 43 48,9%
Tabelle 3.5: CMV-Serostatus von Empfa¨nger (R, engl. recipient) und Spender (D, engl. donor) in der
Patientenkohorte von Juli 2006 bis Februar 2008; == negativ, + = positiv
Die Kenntnis des CMV-Serostatus spielt sowohl fu¨r das Gesamtu¨berleben der Patien-
ten nach HSCT als auch bei der Verfolgung der CMV-spezifischen Immunrekonstitution
eine zentrale Rolle. In dieser Patientenkohorte ist u¨ber die Ha¨lfte der Patienten CMV-
seropositiv (n = 52). Da heute bevorzugt eine U¨bereinstimmung im CMV-Serostatus ge-
sucht wird, lag der Anteil der seropositiven Patienten mit seropositivem Spender bei 48,9%
(n = 43) total, auf die CMV-seropositiven Patienten bezogen hatten 82% einen positiven
Spender. Der Anteil an seropositiven Patienten, die Stammzellen von einem seronegativen
Spender erhielten, machte hingegen nur 10,2% (n = 9) der gesamten Kohorte aus. Die Be-
obachtung der CMV-spezifischen Immunrekonstitution in letzteren Patienten ko¨nnte dazu
dienen, den Einfluss der Konditionierung auf die CMV-Immunita¨t abzuscha¨tzen. Ca. ein
Drittel der Patienten (31,8%, n = 28) ist CMV-seronegativ und wurde bevorzugt von sero-
negativen Spendern transplantiert. Diese Gruppe ist nur durch de novo CMV-Infektionen
gefa¨hrdet. 9,1% der Patienten waren vor Transplantation CMV-seronegativ und erhielten
Stammzellen von einem CMV-positiven Spender (n = 8).
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3.1.1.5 Konditionierung
Konditionierung
Protokoll n % Protokoll n %
Bu/Cy 3 3,4% Flu/Cy/TBI/ATG 2 2,2%
Bu/Cy/ATG 5 5,6% Flu/Melph/Thiotepa/ATG 2 2,2%
ClAraC/TBI/ATG 14 15,7% Flu/TBI 5 5,6%
FlAmsA 33 37,1% Flu/TBI/ATG 2 2,2%
Flu/Bu/ATG 3 3,4% TBI/Cy 4 4,5%
Flu/Bu/Cy 2 2,2% TBI/Cy/ATG 4 4,5%
Flu/Bu/Cy/ATG 1 1,1% TBI/VP16/ATG 1 1,1%
Flu/Cy 1 1,1% Zevalin/Flu/TBI 3 3,4%
Flu/Cy/ATG 1 1,1%
Tabelle 3.6: Konditionierung der eingeschlossenen Patienten von Juli 2006 bis Februar 2008;
ATG = Antithymozytenglobulin, Bu = Busulfan, ClAraC = Clofarabin / AraC, Cy = Cymeven, FlAmsA
= Fludarabin / AraC / Amsacrin, Melph = Melphalan, TBI = Ganzko¨rperbestrahlung, VP16 = Vincristin
Die angewendeten Konditionierungsverfahren variierten, da in der Patientenkohorte
unterschiedliche Grunderkrankungen vorlagen. Dies sowie das Alter des Empfa¨ngers und
die Eigenschaften des gewa¨hlten Spenders (MUD oder MRD, HLA-ident oder nicht ident,
u. a.) beeinflusst die Wahl des Konditionierungsverfahrens. Tabelle 3.6 gibt eine U¨bersicht
u¨ber alle verwendeten Konditionierungsprotokolle bzw. Medikamentenkombinationen. Die
Konditionierungen sind zu zahlreich im Vergleich zur Patientenanzahl (19 verschiedene
Verfahren bei 89 Patienten), um den Einfluss eines speziellen Verfahrens auf die Anzahl
der CMV-bindenden T-Zellen zu untersuchen. Das “FlAmsA”-Protokoll [67] wurde bei
37% der Patienten (n = 33) angewendet, allerdings wird auch fu¨r diese Gruppe keine
einzelne Betrachtung der CMV-bindenden T-Zellen durchgefu¨hrt, statt dessen werden
die Konditionierungen in Hochdosis- und Dosis-reduzierte-Verfahren (vgl. Tabelle 3.7,
S. 131) unterschieden.
Konditionierung mit verringerter Intensita¨t (RIC)
RIC n %
ja 72 80,9%
nein 17 19,1%
Tabelle 3.7: Verwendung von dosis-reduzierten Konditionierungen (RIC) und hochdosierten Konditio-
nierungen bei den eingeschlossenen Patienten von Juli 2006 bis Februar 2008
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Wie aus Tabelle 3.7 zu entnehmen ist, wurden u¨ber 80% der Patienten mit dosis-
reduzierten Konditionierungsverfahren (RIC; engl. reduced intensity conditioning) behan-
delt.
3.1.1.6 Immunsuppression
Immunsuppression
Medikation n %
CSA/MMF 54 60,7%
CSA/MTX 30 33,7%
CSA/MTX/MMF 1 1,1%
Tacrolimus/MMF/CSA 1 1,1%
TCD 2 2,2%
Tacrolimus/MMF 1 1,1%
Tabelle 3.8: Immunsuppression zur GvHD-Prophaxe in der Patientenkohorte von Juli 2006 bis Februar
2008; CSA = Cyclosporin A, MMF = Mycophenolsa¨ure, MTX = Methotrexat, TCD = T-cell depletion / T-
Zell-Depletion
Die Immunsuppression zur GvHD-Prophylaxe ist in Tabelle 3.8 zusammengefasst. Am
Ha¨ufigsten wurde Cyclosporin A (CSA) in Kombination mit Mycophenolsa¨ure (MMF)
oder Methothrexat (MTX) gegeben, die Kombination CSA / MMF macht dabei 60,7%
(n = 54), die CSA / MTX 33,7% (n = 30) aus. Diese Immunsuppression mit CSA / MMF
wird im Rahmen der FlAmsA- und ClAraC-Protokolle verwendet. Andere GvHD-
Prophylaxen, die bei weniger als 10% der Patienten Anwendung fanden, waren z. B. Ta-
crolimus oder eine T-Zell-Depletion des Transplantates.
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3.1.1.7 CMV-Reaktivierungen
CMV Reaktivierungen
CMV Reaktivierung n % Mittelwert Median Wertebereich
nein 64 71,9%
ja 25 28,1%
Anzahl der CMV-Reaktivierungen bei den Patienten, die CMV reaktivierten:
eine 25 28,1% Tag +43 Tag +38 Tag +11 bis +136
zwei 6 6,7% Tag +209 Tag +80 Tag +47 bis +809*
drei 2 2,2% Tag +497 Tag +497 Tag +136 bis +858*
*Zeitra¨ume u¨ber 607 Tage (01.07.2006 bis 28.02.2008) kommen durch die nach
HSCT eingeschlossenen Patienten zustande
Tabelle 3.9: CMV-Reaktivierungen bei den eingeschlossenen Patienten von Juli 2006 bis Februar 2008
Wenn CMV reaktiviert, bedeutet dies, dass keine ausreichende Kontrolle des Virus durch
virusspezifische T-Zellen vorliegt. Um die Aussagekraft der Tetramermessungen hinsicht-
lich eines Schutzes vor CMV bzw. einem erho¨hten Risiko einer Reaktivierung zu bestim-
men, werden die Daten mit den klinischen Daten u¨ber CMV-Reaktivierungen, insbeson-
dere dem pp65-Wert aus den immunhistopathologischen Untersuchungen, abgeglichen.
Tabelle 3.9 zeigt die Anzahl der CMV-Reaktivierungen sowie den medianen Zeitraum,
in dem sie auftraten. In dieser Patientenkohorte reaktivierten 28,1% der Patienten CMV
mindestens einmal (n = 25). 6,7% (n = 6) reaktivierten zweimal, 2,2% (n = 2) dreimal. Der
Zeitpunkt der ersten Reaktivierung lag zwischen Tag +11 und Tag +136 nach Transplan-
tation, im Mittel fand die erste Reaktivierung an Tag +43 statt. 71,9% der Patienten
reaktivierten CMV nicht (n = 64).
Schlu¨sselt man die Reaktivierungen nach anderen Eigenschaften der jeweiligen Patienten
auf, zeigt sich, dass von 25 CMV-Reaktiverungen 6 auf die Gruppe CMV-seropositiver
Empfa¨nger mit CMV-seronegativen Spendern (R+ / D=) fallen. Von diesen 6 Patienten
haben 3 mehrfach reaktiviert. Von den 8 Mehrfachreaktivierungen sind also 3 Patienten
aus der Gruppe R= / D+, ein weiterer wurde haploident transplantiert. Betrachtet man die
haploident transplantierten Patienten, reaktivierten 2 von 3 CMV, einer davon zweimal.
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3.1.1.8 Rezidive
Rezidive
rezidiviert n % Mittelwert Median Wertebereich
ja 13 14,6% Tag +188 Tag +105 Tag +55 bis +579
nein 61 68,5%
n. n. 15 16,9%
Tabelle 3.10: Rezidive bei den eingeschlossenen Patienten von Juli 2006 bis Februar 2008; n. n.: zu fru¨h
nach HSCT fu¨r eine Aussage bezu¨glich eines Rezidivs
Die Tabelle 3.10 zeigt die Anzahl der Rezidive in der Patientenkohorte. 68,5% der Pati-
enten (n = 61) hatten bis zum Zeitpunkt dieser Datenerhebung kein Rezidiv. Bei 14,6%
(n = 13) kam es zu einem Wiederauftreten der Grunderkrankung (Rezidiv), bei 16,9%
(n = 15) der Patienten war noch nicht genu¨gend Zeit nach der Transplantation verstrichen,
um eine Aussage u¨ber den Erfolg der Transplantation zu treffen. Von den 13 Patienten mit
Rezidiv waren 8 an AML, 3 an sAML, 1 an MDS und 1 an CLL erkrankt, nur einer dieser
AML-Patienten wurde haploident transplantiert. Im Mittel trat das Rezidiv an Tag +188
nach Transplantation auf, der Wertebereich erstreckte sich von Tag +55 bis Tag +579.
3.1.1.9 U¨berleben
U¨berleben
U¨berlebensstatus n % Mittelwert Median Wertebereich
lebend 71 79,8% Tag +184 Tag +187 Tag +4 bis +930*
tot 18 20,2% Tag +130 Tag +133 Tab +18 bis +292
*Zeitra¨ume u¨ber 607 Tage (01.07.2006 bis 28.02.2008) kommen durch
die nach HSCT eingeschlossenen Patienten zustande
Tabelle 3.11: U¨berleben in der eingeschlossenen Patientenkohorte von Juli 2006 bis Februar 2008; im
Falle des Todes geben die Daten den Todeszeitpunkt wieder, bei lebenden Patienten den Zeitpunkt der
letzten hier einbezogenen Datenaufnahme / Untersuchung
Tabelle 3.11 gibt Aufschluss u¨ber das U¨berleben der Patienten. 79,8% (n = 71) der Pati-
enten lebten zum Zeitpunkt der Auswertung, wa¨hrend 20,2% (n = 18) bereits verstorben
waren.
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3.1.1.10 Zeitraum der Datenerfassung
Datenerfassung nach HSCT
Mittelwert Tag +173
Median Tag +149
Wertebereich Tag +4 bis +930
Tabelle 3.12: Zeitraum der Datenerfassung und klinischen Betreuung nach HSCT fu¨r die eingeschlosse-
nen Patienten von Juli 2006 bis Februar 2008
Fu¨r die in diese Auswertung einbezogenen Patienten wurden im Mittel Daten bis Tag
+173 nach Transplantation erhoben. Der Wertebereich erstreckt sich von Tag +4 bis Tag
+930, gerade fu¨r die u¨ber einen la¨ngeren Zeitraum beobachteten Patienten ergaben sich
z. T. sehr detailierte Verla¨ufe fu¨r die Rekonstitution der CMV-Immunita¨t. La¨sst man die
beiden erst nach HSCT eingeschlossenen Patienten außer Acht, wurden von 87 vor HSCT
eingeschlossenen Patienten 16,1% (n = 14) la¨nger als Tag +100, 12,6% (n = 11) Patienten
la¨nger als Tag +150 und 35,6% (n = 31) Patienten la¨nger als Tag +200 u¨berpru¨ft.
3.1.2 Abdeckung des Patientenaufkommens
3.1.2.1 HLA-Verteilung in der Patientenkohorte
2-digit HLA-Alelle, die zu einem Tetramer
passen (bezogen auf die eingeschlossenen
Patienten)
HLA-A n %
*01 31 17,4%
*02 60 33,7%
*24 16 9,0%
HLA-B n %
*07 25 14,0%
*08 24 13,5%
*35 11 6,2%
Tabelle 3.13: Verteilung der HLA-Allele mit passendem Tetramer bei den eingeschlossenen Patienten
von Juli 2006 bis Februar 2008
Betrachtet man die Verteilung fu¨r die HLA-Alelle, fu¨r die ein Tetramer zur Verfu¨gung
stand, in der Patientenkohorte (vgl. Tabelle 3.13), zeigt sich, dass HLA-A*02 am Ha¨u-
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figsten vorkam, was in etwa der HLA-Verteilung im europa¨ischen Raum entspricht. Das
HLA-A*02-Allel machte 33,7% der HLA-A-Typen in der Patientenkohorte aus (Gesamt-
zahl = PatientenzahlÖ 2; fu¨r jedes HLA-A, -B, -Cw, usw. tra¨gt eine Person 2 Allele, diese
ko¨nnen gleich sein), gefolgt von 17,4% mit HLA-A*01 und 14,0% HLA-B*07, sowie 13,5%
mit HLA-B*08, dementsprechend sind die entsprechenden Tetramere gut einsetzbar. HLA-
A*24 und HLA-B*35 kamen mit 9,0% bzw. 6,2% eher selten vor.
Im Zeitraum von Juli 2006 bis Februar 2008 wurden insgesamt 110 Patienten transplan-
tiert, davon konnten 97 aufgrund mindestens eines passenden Tetramers in die Messungen
einbezogen werden. Mit den eingesetzten Tetrameren konnten 88,2% aller Patienten auf
die Entwicklung der CMV-Immunita¨t hin untersucht werden. Die Restlichen ko¨nnen bei
Bedarf z. B. mit einer intrazellula¨ren Fa¨rbung auf IFN-γ-Produktion (nach Stimulation
mit CMV-Antigen) auf CMV-reaktive Zellen hin untersucht werden.
3.1.2.2 Anzahl der passenden Tetramere pro Patient
Anzahl der passenden Tetramere pro Patient
passende(s) Tetramer(e) n %
1 37 41,6%
2 41 46,1%
3 9 10,1%
4 2 2,2%
Tabelle 3.14: Anzahl der Tetramere, mit denen die eingeschlossenen Patienten von Juli 2006 bis Februar
2008 messbar waren
Je mehr Tetramere zu den verschiedenen HLAs der jeweiligen Patienten passen, desto
genauer lassen sich die CMV-bindenden T-Zellen im Blut eines Patienten quantifizieren.
Die Tabelle 3.14 zeigt, mit wievielen Tetrameren die Patientenproben maximal untersucht
werden konnten: Fu¨r 46,1% waren 2 passende Tetramere verfu¨gbar (n = 41), den na¨chst-
gro¨ßeren Anteil mit 41,6% machen Patienten aus, deren Zellen mit einem Tetramer gefa¨rbt
werden konnten (n = 37). Fu¨r 10,1% der Patienten standen 3 Tetramere zur Verfu¨gung
(n = 9), fu¨r 2,2% konnten 4 Tetramere verwendet werden (n = 2).
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3.1.3 CMV-spezifische Immunrekonstitution nach HSCT
3.1.3.1 Seropositive Patienten mit seropositiven Spendern
In CMV-seropositiven Patienten mit CMV-seropositiven Spendern (R+ / D+) ko¨nnten so-
wohl CMV-spezifische T-Zellen des Patienten, die die Konditionierung u¨berlebt haben,
als auch Spender-CMV-T-Zellen einen Schutz vor Reaktivierungen vermitteln. Von den
43 Patienten in der R+ / D+ Gruppe reaktivierten 17 CMV, nur 2 Patienten aus dieser
Gruppe reaktivierten ein zweites Mal, einer davon war haploident transplantiert worden.
Im Folgenden werden beispielhaft einige Patienten vorgestellt. Die Anzahl der CMV-
bindenden T-Zellen ist auf 1µl Blut bezogen, die Anzahl der pp65-positiven Zellen auf
400.000 Leukozyten.
Bei den R+ / D+ Patienten ko¨nnen teilweise schon sehr fru¨h nach Transplantation (vor
Tag +50) CMV-bindende T-Zellen detektiert werden. Die Patienten reaktivieren CMV
gar nicht oder sind nach einer CMV-Reaktivierung und einer dadurch ausgelo¨sten Proli-
feration der CMV-bindenden T-Zellen geschu¨tzt.
3.1.3.1.1 Beispiele fu¨r Patienten mit CMV-Reaktivierung
Abbildung 3.1: Rekonstitution der CD3+-, CD4+- und CD8+-T-Zellen (links) und Rekonstitution der
CMV-bindenden T-Zellen im Vergleich zu den pp65 Werten (rechts) bei Patient UPN1482: Auf der
X-Achse sind die Tage nach Transplantation (HSCT) aufgetragen, auf der linken Y-Achse die Zellen
pro Mikroliter Blut, auf der rechten Y-Achse im rechten Bild die Anzahl der pp65-positiven Zellen pro
400000 Leukozyten. CD3+-T-Zellen = blaue Raute, linkes Bild CD3+CD8+-T-Zellen = gru¨ne Raute; linkes
Bild; CD3+CD4+-T-Zellen = orangene Raute, linkes Bild; CMV-bindende CD3+CD8+-T-Zellen = rotes
Dreieck, rechtes Bild; pp65-Werte = lila Kreis, rechtes Bild
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Ein repra¨sentatives Beispiel fu¨r die R+ / D+-Gruppe ist UPN1482 (MDS; MMUD, mis-
match in HLA-Cw1; letzte Untersuchung: Tag +397; 2 passende Tetramere). Die Abb.
3.1, S. 137 verdeutlicht den Ablauf der CMV-spezifischen Immunrekonstitution in Pati-
ent UPN1482. Im Blut des Patienten wurde an Tag +29 eine CMV-bindende CD8+-
T-Zelle detektiert. An Tag +40 kam es zu einer CMV-Reaktivierung mit zuna¨chst 60
pp65-positiven Leukozyten. Ihre Anzahl stieg an Tag +49 u¨ber die Detektionsgrenze von
400 pp65-positiven Leukozyten, dies blieb bis Tag +58 so. An diesem Tag kam es zu einem
deutlichen Anstieg der CMV-bindenden Zellen, es wurden 115 CMV-bindende CD8+-T-
Zellen detektiert, an Tag +64 war die Anzahl der pp65-positiven Zellen auf 221 reduziert,
wa¨hrend die Anzahl der CMV-bindenden CD8+-T-Zellen auf 278 anstieg. Ab Tag +70
waren keine pp65-positiven Zellen mehr nachweisbar, die CMV-bindenden CD8+-T-Zellen
waren bis auf 334 angestiegen. In der Chima¨rismusanalyse wurde bei UPN1482 an Tag +28
eine Spenderanteil von 100% (bezogen auf alle PBMNCs) gemessen und blieb bei allen
weiteren Messungen bei diesem Wert. Wa¨hrend die CD3+CD8+-T-Zellen (gru¨ne Rau-
te, linkes Bild) um Tag +100 bereits wieder u¨ber 2000 pro Mirkoliter Blut lagen, blieb
die Zahl der CD3+CD4+-T-Zellen (orangene Raute, linkes Bild) bis nach Tag +300 un-
ter 1000 pro Mikroliter Blut. Der Anstieg der CD3+-T-Zellen (blaue Raute, linkes Bild)
war also vor allem auf den Anstieg der CD3+CD8+-T-Zellen zuru¨ckzufu¨hren. Bei der
Messung der CMV-bindenden T-Zellen zeigte sich, das gerade fru¨h nach Transplantation
ein großer Teil der CD8+-T-Zellen CMV-bindend sein kann, bei UPN1482 machten die
CMV-bindenden CD8+-T-Zellen an Tag +29 nur 0,7% der CD8+-T-Zellen aus. Nach der
CMV-Reaktivierung waren an Tag +58 25,1% der CD8+-T-Zellen CMV-bindende. Der
Anteil sank im Zuge der Normalisierung der Leukozytenzahlen weiter ab, obwohl weiter-
hin mehr als 100 CMV-bindende CD8+-T-Zellen im Blut des Patienten gemessen wurden,
und pendelte sich 1 Jahr nach Transplantation um 3,5% der CD3+CD8+-T-Zellen ein.
Patient UPN1517 (ALL; MUD; letzte Untersuchung: Tag +221; 2 passende Tetramere)
reaktivierte an Tag +22 zum ersten Mal CMV, bis Tag +30 stieg die Anzahl der pp65-
positiven Leukozyten auf 10, sank dann an Tag +31 auf 2 pp65-positive, an Tag +34 wur-
de eine Tetramermessung fu¨r diesen Patient durchgefu¨hrt und dabei 22 CMV-bindende
CD8+-T-Zellen detektiert. An Tag +48 wurden zum 2. Mal pp65-positive Zellen nachge-
wiesen, an Tag +51 war ihre Anzahl von 4 wieder auf 1 gesunken. Auf diese Reaktivierung
hin stieg die Anzahl der CMV-bindenden T-Zellen, von einem Einbruch an Tag +98 mit
nur 10 CMV-bindenden CD8+-T-Zellen abgesehen, kontinuierlich bis auf u¨ber 100 Zellen
(147 an Tag +170) an. Bei UPN1517 war der Spenderanteil im Chima¨rismus außer an
Tag +120, wo er kurzzeitig bei 99% lag, immer bei 100%.
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3.1.3.1.2 Beispiele fu¨r Patienten ohne CMV-Reaktivierung
Der Schutz von Patienten vor CMV-Reaktivierungen durch bereits fru¨hzeitig vorhande-
ne CMV-bindende Zellen konnte z. B. bei UPN1458 (AML; MUD; letzte Untersuchung:
Tag +407; 2 passenden Tetramere) und UPN1557 (MDS; MRD; letzte Untersuchung: Tag
+225; 2 passende Tetramere) beobachtet werden. Patient UPN1458 hatte keine CMV-
Reaktivierung, an Tag +64 wurden insgesamt 324 CMV-bindende CD8+-T-Zellen ge-
messen. Ein Beispiel fu¨r das fru¨he Vorhandensein von CMV-bindenden CD8+-T-Zellen
ist UPN1557, bei dem bereits an Tag +29 2 CMV-bindende CD8+-T-Zellen gefunden
wurden, an Tag +50 waren es 22, an Tag +63 60 CMV-bindende CD8+-T-Zellen, diese
Zellzahlen wurden ohne eine vorhergehende CMV-Reaktivierung erreicht.
3.1.3.2 Seropositive Patienten mit seronegativen Spendern
Von 9 CMV-seropositiven Patienten, die mit Zellen von CMV-seronegativen Spen-
dern transplantiert wurden, reaktivierten 6 CMV. Das Risiko von rekurrenten CMV-
Infektionen ist fu¨r diese R+ / D=-Gruppe erho¨ht. Von den 3 Patienten ohne CMV-
Reaktivierung war einer nur grenzwertig CMV-positiv, bei diesem und einem weiteren
konnten mit dem jeweils einen einsetzbaren Tetramer keine CMV-spezifischen Zellen de-
tektiert werden. Im Gegensatz dazu hatte UPN1270 (NHL; MRD; letzte Untersuchung:
Tag +405; 2 passende Tetramere) an Tag +50 bereits 18 CMV-bindende Zellen, die ihn vor
einer CMV-Reaktivierung schu¨tzten. Dieser Wert a¨hnelte den Werten, die bei UPN1270
vor Transplantation gemessen worden waren (z. B. 20 an Tag =42).
Bei UPN1528 (sAML; MMUD, mismatch in HLA-Cw1; letzte Untersuchung: Tag +205;
2 passende Tetramere) fanden insgesamt 3 CMV-Reaktivierungen statt (Tag +38, +88,
+136). Die Chima¨rismusanalysen fu¨r UPN1528 zeigten, bis auf Tag +97 mit 99%, immer
einen Spenderanteil von 100%. Abb. 3.2, S. 140 zeigt die Immunrekonstitution in diesem
Patienten. Die erste CMV-Reaktivierung begann an Tag +38 mit 139 pp65-positiven
Zellen, der Wert stieg auf 351 pp65-positive Zellen an Tag +40 an. pp65-positive Zellen
waren bis Tag +65 vorhanden. Im Zuge der Therapie waren keine pp65-positiven Zellen
mehr nachweisbar. Wa¨hrend dieser Zeit konnten keine CMV-bindenden Zellen gefunden
werden. Nach der 3. CMV-Reaktivierung wurden an Tag +150 erstmals 9 CMV-bindende
CD8+-T-Zellen detektiert, ab Tag +192 pendelten sich die Werte um ca. 20 Zellen ein
(18 an Tag +192, 28 an Tag +205, 15 an Tag +220, 20 an Tag +290). An Tag +240
wurden mittels intrazellula¨rer Fa¨rbung die IFN-γ-sezernierenden Zellen nach Stimulation
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mit pp65 bestimmt, ihr Anteil lag bei 1,3%. Ein a¨hnliches Beispiel ist UPN1514 (AML;
MRD; letzte Untersuchung: Tag +187; 2 passende Tetramere), hier wurden ebenfalls erst
nach Tag +100 CMV-bindende T-Zellen gefunden, zuvor fanden 2 CMV-Reaktivierungen
statt.
Abbildung 3.2: Rekonstitution der CD3+-, CD4+- und CD8+-T-Zellen (links) und Rekonstitution der
CMV-bindenden T-Zellen im Vergleich zu den pp65 Werten (rechts) bei Patient UPN1528: Auf der X-
Achse sind die Tage nach Transplantation (HSCT) aufgetragen, auf der linken Y-Achse die Zellen pro
Mikroliter Blut, auf der rechten Y-Achse im rechten Bild die Anzahl der pp65-positiven Zellen pro 400000
Leukozyten. CD3+-T-Zellen = blaue Raute, linkes Bild CD3+CD8+-T-Zellen = gru¨ne Raute; linkes Bild;
CD3+CD4+-T-Zellen = orangene Raute, linkes Bild; CMV-bindende CD3+CD8+-T-Zellen = rotes Drei-
eck, rechtes Bild; pp65-Werte = lila Kreis, rechtes Bild UPN1528 erlitt 3 CMV-Reaktivierungen, erkennbar
an den gestiegenen pp65 Werten (lila Kreis, rechtes Bild).
Bei Patienten, die CMV reaktivierten, konnte auch in dieser Gruppe eine Proliferation
der CMV-bindenden T-Zellen gezeigt werden. Bei UPN1457 (aAML; MUD; Rezidiv Tag
+105; verstorben Tag +128; 2 passende Tetramere) wurden an Tag +26 und +36 jeweils
2 pp65-positive Leukozyten detektiert, zwischenzeitlich waren die Werte wieder bei 0.
An Tag +43 konnten 59 und an Tag +70 117 CMV-bindende Zellen festgestellt werden,
danach kam es zu keiner weiteren CMV-Reaktivierung.
Sind keine CMV-spezifischen T-Zellen nach der Konditionierung und Transplantation im
Blut des Patienten vorhanden, kann es zu rekurrenten CMV-Infektionen kommen, die
erst von den virusspezifischen Spenderzellen kontrolliert werden. Bei UPN1506 (AML;
MMUD, mismatch in HLA-A1; Rezidiv Tag +44; verstorben Tag +144; 1 passendes Te-
tramer) konnten sehr wenig CMV-bindende T-Zellen (1 an Tag +47 und 3 an Tag +58)
nachgewiesen werden. Dieser Patient reaktivierte CMV, ein Anstieg der CMV-bindenden
T-Zellen wurde hier nicht beobachtet.
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3.1.3.3 Seronegative Patienten mit seropositiven Spendern
Die R= / D+-Gruppe ist weniger durch CMV-Reaktivierungen gefa¨hrdet. Von 8 Pati-
enten in dieser Gruppe reaktivierte bis zum Zeitpunkt der Datenerhebung nur einer
CMV: UPN1329 (AML; MMUD, mismatch in HLA-Cw1; Rezidiv +579; 2 passende
Tetramere). UPN1329 wurde nach HSCT in die Messungen eingeschlossen. Die erste
CMV-Reaktivierung fand an Tag +53 statt, zu diesem Zeitpunkt war die Tetramer-
messung noch nicht etabliert. Die beiden weiteren Reaktvierungen fanden an Tag +809
und +858 statt, zu dieser Zeit litt UPN1329 an GvHD nach DLIs zur Behandlung des
Rezidivs und erhielt im Zuge dessen eine Immunsuppression. An Tag +868 konnten
mit IFN-γ-Sekretionstest 1% reaktive Zellen (% lebende Zellen) nach Stimulation mit
pp65 und insgesamt 18 CMV-bindende Zellen mit der Tetramermessung detektiert werden.
Anzahl der Tetramer-bindenden Zellen
um Tag +50, +100 und +150
Patient Tag +50 Tag +100 Tag +150
UPN1455 0 0 0
UPN1473 1 3 4
UPN1476 0 0 0
UPN1511 0 0 0
UPN1530 3 0 0
UPN1570 0 0 0
UPN1607 1
Tabelle 3.15: U¨bersicht u¨ber die Anzahl der Tetramer-bindenden CD3+CD8+-T-Zellen bei den Patien-
ten ohne CMV-Reaktivierung in der R= / D+-Gruppe; Werte von Tagen ±15 Tage
Bei den anderen Patienten UPN1455 (AML; haploidenter Spender; verstorben Tag +246; 2
passende Tetramere), UPN1473 (MDS; MRD; letzte Untersuchung: Tag +426; 2 passende
Tetramere), UPN1476 (AA; MRD; letzte Untersuchung: Tag +248; 2 passende Tetramere),
UPN1511 (AML; MRD; Rezidiv Tag +216; 1 passendes Tetramer), UPN1530 (AML;
MRD; letzte Untersuchung: Tag +195; 2 passende Tetramere), UPN1570 (sAML; MRD;
letzte Untersuchung: Tag +173; 3 passende Tetramere) und UPN 1607 (AML; MRD;
letzte Untersuchung: Tag +22; 1 passendes Tetramer) wurden keine oder nur sehr wenige
CMV-bindende T-Zellen detektiert. Die Tabelle 3.15 fasst die Werte fu¨r diese Patienten an
den Tagen +50, +100 und +150 zusammen. Allerdings ist nicht auszuschließen, das nur
fu¨r den mit dem jeweiligen Tetramer messbaren HLA-Typ keine CMV-bindenden Zellen
vorhanden waren.
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3.1.3.4 Seronegative Patienten mit seronegativen Spendern
Abbildung 3.3: Nachweis CMV-bindender Zellen im Durchflusszytometer bei UPN1491: obere Reihe:
Eingrenzung der CD3+CD8+-T-Zellen; untere Reihe: Bestimmung der Tetramer-bindenden Zellen in den
CD3+CD8+-T-Zellen; gru¨n = CD8-positiv; hellblau = CD3-positiv; rot = Tetramer-positiv
Bei der R= / D=-Gruppe ist keine CMV-Reaktivierung zu erwarten, allerdings ist eine de
novo Infektion mo¨glich. Ein Beispiel fu¨r eine mo¨gliche Neuinfektion ist Patient UPN1491
(sAML aus MDS; MUD; Rezidiv Tag +69; verstorben Tag +149; 1 passendes Tetra-
mer). Durch engmaschige Beobachtung konnte die Entwicklung der Immunantwort gegen
CMV verfolgt werden. Die Abb. 3.3 zeigt die durchflusszytometrische Analyse der Te-
tramerfa¨rbung bei UPN1491 an verschiedenen Tagen. An Tag +15 wurden noch keine
CMV-bindenden CD3+CD8+-T-Zellen gefunden. An Tag +42 wurde eine CMV-Infektion
festgestellt, bei der na¨chsten Bestimmung der CMV-bindenden Zellen an Tag +49 waren
bereits 6 Zellen vorhanden (dies entsprach 0,36% der CD3+CD8+-T-Zellen). An den Ta-
gen +77 und +82 wurden mit 3 bzw. 8 CMV-bindenden Zellen niedrigere Werte gemessen,
danach stiegen die Werte wieder an auf 19 an Tag +90, 12 an Tag +98 und 14 an Tag
+117. Es fand keine weitere CMV-Reaktivierung statt.
3.1.3.5 Bestimmung funktioneller CMV-T-Zellen
Um die Funktionsfa¨higkeit der Tetramer-positiven Zellen zu u¨berpru¨fen, wurde paral-
lel oder in Kombination mit der Tetramerfa¨rbung eine intrazellula¨re Fa¨rbung auf IFN-γ
durchgefu¨hrt. Die funktionellen Messungen dienen einem genaueren Versta¨ndnis der Aus-
sagekraft der Tetramermessung.
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Bei UPN1528 (vgl. Abb. 3.2, S. 140) wurden an Tag +240 1,3% IFN-γ-sezernierende
Zellen nach Stimulation mit pp65 gefunden. In Kombination mit einer Tetramerfa¨rbung
zeigte sich, dass u¨ber 50% der Tetramer-bindenden Zellen (90% beim A*24 und 71%
beim B*35 Tetramer) auch IFN-γ produzierten. Damit war die Funktionsfa¨higkeit der
CMV-bindenden Zellen fu¨r diesen Patienten gezeigt.
CMV-bindende Zellen, pp65-Werte und
funktionelle Zellen bei UPN1627
Tag CMV-
bindend
pp65 IFN-γ+ CD107a+
=68 9 – – –
+27 9 – – –
+34 9 – – –
+41 – 0 – –
+48 38 2 – –
+51 – 8 – –
+55 385 – – –
+56 – 3 – –
+58 218 120 1,2% 3,8%
+64 – 23 – –
+65 253 – – –
+71 300 – – –
Tabelle 3.16: Werte fu¨r UPN1627, von links nach rechts: Tag nach HSCT; CMV-bindende CD3+CD8+-
T-Zellen; pp65-positive pro 400000 Leukozyten; IFN-γ-positive CD3+CD8+-T-Zellen; CD107a-positive
CD3+CD8+-T-Zellen
Bei UPN1627 (MDS; MUD, mismatch in HLA-A1; CMV-Serostatus: R+ / D+; 2 passende
Tetramere) zeigte sich, dass sowohl Tetramermessung als auch funktionelle Tests (intrazel-
lula¨re Fa¨rbung, CD107a-Bestimmung) nicht immer aussagekra¨ftig sind. UPN1627 geho¨rt
nicht zur Kohorte vom Juli 2006 bis Februar 2008, sondern wurde danach eingeschlossen.
Die Tabelle 3.16, S. 143 fasst die bisher vorhandenen Messwerte zu UPN1627 zusammen.
Zwar hatte der Patient wie fu¨r die R+ / D+-Gruppe typisch CMV-bindende Zellen und es
konnte auch IFN-γ-Produktion sowie Degranulation (CD107a) nach in vitro Stimulation
mit pp65 nachgewiesen werden, dennoch stiegen die pp65-positiven Zellen stark an (von 8
an Tag +48 auf 120 an Tag +58) wa¨hrend gleichzeitig die Zahl der CMV-bindenden Zellen
wuchs (38 an Tag +48 und 218 an Tag +58). Die CMV-Reaktivierung wurde dennoch
nur unter Medikation beherrscht.
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3.2 Stimulation und Aufreinigung CMV-reaktiver Zellen -
Vorversuche
Im Folgenden werden die Vorversuche zum Sekretionstest (Produktname Cytokine Cap-
ture Assay oder Cytokine Secretion Assay), sowie seine klinische Anwendung (vgl. 3.3)
und Versuche zu seiner Optimierung (vgl. 3.5) beschrieben.
Wie im Material- und Methodenteil bereits erla¨utert (siehe 2.2.7.1, S. 53), ist zur Aufrei-
nigung zytokinsezernierender Zellen ein mehrschrittiges Vorgehen no¨tig. Zuna¨chst werden
die Zellen mit Antigen, hier pp65 oder CMV-Lysat, stimuliert. Dann wird zur Entfernung
der bisher sezernierten Zytokine gewaschen und mit einem bispezifischen Antiko¨rper, der
auf der einen Seite CD45 auf der Zelloberfla¨che und auf der anderen das gesuchte Zy-
tokin, hier IFN-γ, bindet, gefa¨rbt. Es folgt eine 45 min Inkubationsphase, wa¨hrend der
die aktivierten Zellen Zytokine sezernieren, die dann durch den bispezifischen Antiko¨rper
auf ihrer Oberfla¨che gebunden werden. Im Anschluss an diese “Sekretionsphase” wird zu-
na¨chst auf das Zytokin gefa¨rbt, dann wird mit Hilfe von immuno-magnetischen Sa¨ulen
die positive (zytokinproduzierende) Population aufgereinigt.
Nachdem sich in einigen Vorversuchen zeigte, dass bei Verwendung der vorgeschlagenen
1 : 10 Verdu¨nnung in der Sekretionsphase unspezifische Fa¨rbungen auftreten ko¨nnen, wur-
de die Verdu¨nnung in der Sekretionsphase auf 1 : 100 erho¨ht. Die Tabelle 3.17 fasst die
Ergebnisse aus den Vorversuchen (VV) zusammen. Fu¨r 3 der 9 Proben war bekannt,
dass sie HLA-A*02 positiv waren. Bei den Werten fu¨r die IFN-γ-positiven Zellen nach
Aufreinigung wurde der Mittelwert aus den Ansa¨tzen mit αCD4-FITC bzw. αCD8-FITC
gebildet, die Abweichung der Werte betrug zwischen ±0,05 - 5%. Teilweise wurde nur u¨ber
1 Sa¨ule aufgereinigt, um eine gro¨ßere Zellzahl fu¨r die Durchflusszytometeranalyse hinsicht-
lich der CD4+-CD8+-Verteilung zu erhalten. Die Messergebnisse von VV9 wurden in die
Betrachtung der CD4+- und CD8+-Zellen nicht einbezogen, es handelte sich um eine Pa-
tientenprobe von einem Patienten kurz nach HSCT, die Zellen streuten stark und die
Zellzahlen waren gering.
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IFN-γ positive, lebende Lymphozyten Faktor
Probe =K +K Ly v. S. Ly n. A. 65 v. S. 65 n. A. Lysat pp65
Aufreinigung u¨ber 2 Sa¨ulen, HLA-Typ unbekannt
VV1 0,02% 9,26% 0,67% 89,25% 0,04% 26,55% 133 664
VV2 0,01% 99,40% 0,25% 76,97% 0,05% 51,83% 308 1037
VV3 0,02% 7,34% 0,25% 77,2% 0,04% 25,43% 309 636
Aufreinigung u¨ber 1 Sa¨ule, HLA-Typ unbekannt
VV4 0,02% 97,37% 1,14% 47,53% 0,43% 41,49% 42 96
VV5 0,02% 10,36% 0,29% 32,22% 0,10% 11,77% 111 118
VV6 0,01% 96,57% 1,06% 50,37% 4,68% 44,18% 48 9
Aufreinigung u¨ber 1 Sa¨ule, HLA-A*02 positiv
VV7 0,05% 40,61% 1,36% 56,48% 3,96% 76,62% 42 19
VV8 0,00% 94,94% 1,09% 64,74% 0,91% 33,99% 59 37
VV9 0,00% 32,12% 2,64% 78,90% 4,50% 72,91% 30 16
Tabelle 3.17: Ergebnisse der Vorversuche zum IFN-γ-Sekretionstest: Anteil an IFN-γ-positiven Zellen
in Prozent und Faktor der Anreicherung; =K: Negativkontrolle, +K: Positivkontrolle, Ly v. S.: Lysat vor
Sa¨ule, Ly n. A.: Lysat nach Aufreinigung, 65 v. S.: Lysat vor Sa¨ule, 65 n. A.: Lysat nach Aufreinigung,
Faktor: Anreicherungsfaktor der IFN-γ-positiven Zellen
Es wurden mit pp65 Stimulationsraten zwischen 0,04% und 4,5% erreicht, mit CMV-Lysat
zwischen 0,25% und 2,64% (vgl. Tab. 3.17). Je ho¨her der Anteil der IFN-γ-sezernierenden
Zellen vor Sa¨ule, desto reiner (bezogen auf den Anteil IFN-γ-sezernierenden Zellen) war die
angereicherte Fraktion. Auch bei sehr niedrigen Stimulationsraten konnten noch recht gute
Anreicherungen erzielt werden, z. B. bei Probe VV2, wo die 0,05% IFN-γ-sezernierenden
Zellen vor Sa¨ule auf u¨ber 50% (51,83%) angereichert werden konnten. Betrachtet man
die HLA-A*02-positiven Proben VV7, VV8 und VV9, war hier die Stimulationswirkung
des pp65 im Vergleich zum Lysat gleichwertig oder besser, wa¨hrend bei den anderen
Ansa¨tzen mit Lysat bessere Stimulationsraten erreicht wurden. Eine Ausnahme stellt
VV6 dar, auch dort wurde mit pp65 eine ho¨here Stimulation als mit CMV-Lysat erreicht
(4,68% pp65 und 1,06% Lysat). Diese Beobachtungen unterstu¨tzten die Hypothese, dass
die Stimulationswirkung des pp65 HLA-abha¨ngig sein ko¨nnte.
Da sowohl CD4- als auch CD8-positive T-Zellen fu¨r eine dauerhafte Immunita¨t essentiell
sind, wurde der Anteil der CD4- und CD8-positiven IFN-γ-serzernierenden T-Zellen in
der aufgereinigten Fraktion bestimmt. Dabei zeigte sich (vgl. Tabelle 3.18), dass bei der
Stimulation mit CMV-Lysat vor allem CD4-positive T-Zellen aktiviert und aufgereinigt
werden, wa¨hrend bei der Stimulation mit pp65 ein ho¨herer Anteil CD8-positiver T-Zellen
aktiviert und angereichert wird.
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CD4+ in IFNγ CD8+ in IFNγ
Probe Lysat pp65 Lysat pp65
Aufreinigung u¨ber 2 Sa¨ulen, HLA-Typ unbekannt
VV1 94,25% 6,02% 17,91% 78,00%
VV2 82,85% 6,85% 22,63% 40,44%
VV3 62,74% 28,60% 25,00% –
Aufreinigung u¨ber 1 Sa¨ule, HLA-Typ unbekannt
VV4 38,94% 25,77% 14,92% 35,87%
VV5 53,41% 40,8% 17,05% 46,15%
VV6 53,93% 20,69% 11,08% 41,03%
Aufreinigung u¨ber 1 Sa¨ule, HLA-A*02 positiv
VV7 74,41% 12,53% 9,36% 59,62%
VV8 38,03% 30,6% 19,51% 62,96%
VV9 2,33% 4,35% 0,00% 2,38%
Tabelle 3.18: Ergebnisse der Vorversuche zum IFN-γ Sekretionstest: Anteil der CD4- bzw. CD8-positiven
Zellen in der IFN-γ-positiven Population (nach Anreicherung)
Das Verha¨ltnis von CD4- und CD8-positiven Zellen ist teilweise bei den unterschiedli-
chen Antigenen fast umgekehrt, so waren bei VV1 in der mit Lysat stimulierten Probe
nach Aufreinigung u¨ber 90% (94,25%) CD4-positive Zellen und unter 20% (17,91%) CD8-
positive Zellen. Im Gegensatz dazu waren im pp65 stimulierten Ansatz nach Aufreinigung
fast 80% (78,00%) CD8-positive Zellen enthalten. Abbildung 3.4, S. 146 zeigt die CD4+-
CD8+-Verteilung bei den verschiedenen Proben fu¨r beide Antigene.
Abbildung 3.4: Verteilung der CD4- (blau) und CD8-positiven (grau) Zellen in der IFN-γ-positiven
Population nach Stimulation mit CMV-Lysat (links) und pp65 (rechts)
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Bei allen mit pp65 stimulierten Ansa¨tzen war der CD8+-Anteil ho¨her. Dies ist ungewo¨hn-
lich, da beide Antigene von außen in die Zelle gelangten und damit auf dem MHC-II
pra¨sentiert werden sollten (vgl. 1.1.4, S. 8). Die gemessenen Werte zeigten, dass pp65 eine
Ausnahme darstellt: es wurden viele CD8-positive Zellen stimuliert, also lief die Pra¨sen-
tation der Epitope u¨ber das MHC-I. Dieser Effekt ließe sich mit dem Mechanismus der
cross presentation erkla¨ren.
Bei Addition der Werte fu¨r CD4+- und CD8+-Zellen wurden z. T. nur 60% der IFN-γ-
positiven Population abgedeckt (VV4, pp65: 35% und 25% oder VV6, Lysat: 11% und
54%), 100% wurden, außer bei VV1, Lysat, nie erreicht. Dies la¨sst darauf schließen, dass
neben CD4+- und CD8+-Zellen noch andere Zellen zur Stimulation von IFN-γ angeregt
und mit aufgereinigt wurden. Die Zusammensetzung der angereicherten Population wurde
daher spa¨ter genauer untersucht (siehe 3.6, S. 165).
3.3 Nachweis transfundierter CMV-Zellen in vivo
3.3.1 Fallvorstellung
Patient UPN1238 (weiblich, 47 Jahre zum Zeitpunkt der Transplantation) hatte eine
bcr-abl -positive pra¨-B-ALL und wurde von einem Fremdspender mit micro-mismatch in
HLA-DR transplantiert. Als Konditionierung wurde eine fraktionierte TBI (engl. total
body irradiation) mit insgesamt 12 Gy und eine Gesamtdosis von 120 mg pro kg Ko¨r-
pergewicht Cyclophosphamid gegeben. Die GvHD-Prophylaxe bestand aus ATG, Me-
thothrexate (MTX) und Cyclosporin A (CSA). Die erste CMV-Reaktvierung erfolgte be-
reits an Tag +12 und konnte initial mit Ganciclovir beherrscht werden. Es kam zu weite-
ren CMV-Reaktivierungen. Diese rekurrenten CMV-Reaktivierungen waren medikamen-
to¨s nicht kontrollierbar, und da sich bereits Anzeichen einer Myelosuppression durch die
Medikation zeigten, wurde ein Heilversuch mit adoptiver Immuntherapie gestartet.
Der Spender war CMV-positiv, so konnten in Zusammenarbeit mit der Universita¨t Tu¨-
bingen nach Stimulation mit rekombinantem pp65 am CliniMACS aufgereinigte CMV-
spezifische T-Zellen hergestellt werden. Patient UPN1238 erhielt diese Zellen an Tag +65.
Die Dosis lag bei ca. 1Ö 104 Zellen pro kg Ko¨rpergewicht. Es gab zum Zeitpunkt der
Transfusion keine unerwu¨nschten Reaktionen. An Tag +69 wurde die Gabe von Gancic-
lovir eingestellt.
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3.3.2 Nachweis der transfundierten Zellen mittels
Zytokinsekretionstest
Die transfundierten CMV-spezifischen Zellen wurden im Blut von UPN1238 zwischen
Tag +3 bis Tag +60 nach Gabe nachgewiesen. Der Nachweis der CMV-reaktiven
T-Zellen erfolgte durch Nachweis IFN-γ-sezernierender T-Zellen nach Stimulation mit
CMV-Antigen (CMV-Lysat). Die Ergebnisse der einzelnen Messungen sind in Abb. 3.5
und Abb. 3.6 dargestellt.
Abbildung 3.5: IFN-γ-sezernierende (PE-positive) lebende Lymphozyten nach Stimulation mit CMV-
Lysat bei Patient UPN1238 an verschiedenen Tagen nach DLI (HSCT)
Bereits an Tag +68 waren 0,1% IFN-γ-sezernierende Zellen nachweisbar. Die Werte stie-
gen zuna¨chst langsam an (0,5% an Tag +83), an Tag +90 waren dann 3,6% IFN-γ-
sezernierende Zellen vorhanden. Nach einem Abfall auf 1,3% an Tag +97 stiegen die
Werte weiter an, an Tag +104 auf 4,0% und an Tag +125 auf fast 7% (6,8%).
Da die Rekonstitution von virusspezifischen CD4+- und CD8+-positiven T-Zellen fu¨r eine
dauerhafte Immunita¨t wichtig sind, wurden die CD4+- und CD8+-Anteile in der IFN-γ-
positiven Population (nach Anreicherung) bestimmt. Dabei zeigte sich, dass zuna¨chst nur
wenige CD4-positive-IFN-γ-positive T-Zellen vorhanden waren (vgl. Abb. 3.6).
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Abbildung 3.6: Nachweis IFN-γ-sezernierender Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Trans-
fusion von CMV-T-Zellen, vor Anreicherung (links; PE-Signal=IFN-γ-positiv) und nach Anreicherung
(rechts; PE-Signal = IFN-γ-positiv, FITC-Signal = CD4- bzw. CD8-positiv)
Bereits 11 Tage nach der Transfusion der CMV-T-Zellen, an Tag +76, war deutlich eine
CD4-positive Population erkennbar, ca. 2 Monate nach Gabe der Zellen an Tag +125
sind sowohl CD4- als auch CD8-positive CMV-spezifische T-Zellen nachweisbar. Gleich-
zeitig kam es bei UPN1238 nach der Transfusion der CMV-T-Zellen zu einer schrittweisen
Normalisierung der gesamten T-Zellen. Anfangs (vor Tag +60 nach Gabe der CMV-T-
Zellen / Tag +125 nach HSCT) waren kaum CD4+-T-Zellen nachweisbar, mit Expansion
der spezifischen Zellen normalisierte sich auch die T-Zellzahl. Tabelle 3.19 fasst die Werte
der Immunpha¨notypisierung von Tag +65 bis Tag +97 nach HSCT zusammen. Es ist
deutlich erkennbar, dass der Anteil an CD4-positiven Zellen langsam zunahm. Das Ver-
ha¨ltnis von CD4-positiven zu CD8-positiven Zellen blieb zwar weiter pathologisch, zeigte
aber auch einen Trend zur Normalisierung.
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Tag nach HSCT CD4+ CD8+ Verha¨ltnis
T4 / T8
+65 2,3% 41,9% 0,055
+72 3,6% 31,7% 0,114
+77 6,9% 38,1% 0,181
+83 7,2% 53,5% 0,13
+90 10,1% 58,5% 0,17
+97 15,3% 55,6% 0,275
Tabelle 3.19: Bestimmung der CD4+- und CD8+-Zellen (Immunpha¨notyp) bei UPN1238 zu verschie-
denen Zeitpunkten nach HSCT; von links nach rechts: Tag nach Transplantation, CD4+-Zellen (% der
Lymphozyten), CD8+-Zellen (% der Lymphozyten), Verha¨ltnis von CD4+ zu CD8+
3.3.3 Korrelation mit klinischen Daten
Die Korrelation der durchflusszytometrischen Bestimmung der IFN-γ-sezernierenden Zel-
len mit den klinischen Daten zeigte deutlich, dass die transfundierten Zellen die CMV-
Reaktivierung kontrollierten und Patient UPN1238 vor weiteren Reaktiverungen schu¨tz-
ten. In Abb. 3.7 werden die Menge der IFN-γ-sezernierenden Zellen und die pp65-Werte
als Maß fu¨r die CMV-Reaktivierung miteinander abgeglichen, außerdem sind wichtige
A¨nderungen in der Medikation vermerkt.
Abbildung 3.7: Korrelation der Messwerte fu¨r IFN-γ-sezernierende Zellen aus der Zytometeranalyse
(gru¨ne Linie) mit klinischen Daten: pp65-Werte (dunkelblaue Linie), DLI (roter Punkt), Medikation mit
Ganciclovir (grauer Balken) und CSA (blauer Balken; gestreift: Dosis gesenkt)
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Vor der Transfusion der CMV-T-Zellen konnten keine IFN-γ-sezernierenden Zellen (gru¨ne
Linie) detektiert werden. Nach der Transfusion (roter Punkt) der CMV-T-Zellen war ein
Anstieg der IFN-γ-sezernierenden Zellen sichtbar. Nachdem an Tag +68 das Ganciclovir
(grauer Balken) abgesetzt wurde, stieg zuna¨chst der pp65-Wert (dunkelblaue Linie) an,
sank dann aber parallel zum Anstieg der IFN-γ-sezernierenden Zellen ab. An Tag +90
wurden keine pp65-positiven Leukozyten mehr nachgewiesen. Zuna¨chst sank auch die
Anzahl der IFN-γ-sezernierenden Zellen ab, stieg aber nach Senkung der Immunsuppres-
sion mit Cyclosporin A (blauer Balken) nochmals an. Wa¨hrend der gesamten Behandlung
konnten keine negativen Effekte der CMV-T-Zell-Transfusion festgestellt werden, es gab
keinerlei Anzeichen einer GvHD. Die Ganciclovir-resistente CMV-Reaktivierung wurde ef-
fektiv durch die transfundierten Zellen beka¨mpft, die Patientin bedurfte auch im weiteren
Verlauf keiner weiteren Behandlung gegen CMV.
3.4 Etablierung von funktionellen Tests zur Beurteilung
angereicherter antigenspezifischer Zellen
3.4.1 Proliferationstest mit Carboxyfluoresceinsuccinimidylester
3.4.1.1 Austesten der geeigneten Farbstoffkonzentration
Zur Feststellung der geeigneten Carboxyfluoresceinsuccinimidylester- (CFSE-) Konzen-
tration wurden frisch isolierte PBMNCs (engl. peripheral blood mononuclear cells) mit
500 nM, 1µM, 2µM, 5µM und 10µM CFSE gefa¨rbt. An Tag 1, Tag 4, Tag 7 und Tag 10
wurde die Signalsta¨rke des Farbstoffes und die Vitalita¨t der Zellen durchflusszytometrisch
bestimmt. Dabei zeigte sich, dass die ho¨heren Konzentrationen von 5µM und 10µM weni-
ger geeignet waren, das Signal war so stark, dass CFSE-gefa¨rbte und nicht CFSE-gefa¨rbte
Zellen nicht bei gleichen Einstellungen (Versta¨rker fu¨r Fluoreszenzkanal 1) dargestellt wer-
den konnten, weil sie zu weit voneinander entfernt waren. Außerdem war die Zellzahl in
diesen Ansa¨tzen ab Tag 7 stark reduziert, die Lymphozytenpopulation verschwand und
es zeigten sich viele apoptotische / tote Zellen. Bei der Fa¨rbung mit 500 nM lagen die ge-
fa¨rbte Population und die ungefa¨rbte Kontrolle zu nah aneinander, u¨ber die Zeit verloren
die gefa¨rbten Zellen etwas an Leuchtintensita¨t. Die Konzentrationen von 1µM und 2µM
zeigten keinen Einfluss auf die Vitalita¨t der Zellen, gefa¨rbte und ungefa¨rbte Zellen waren
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gut getrennt. Der folgende Nachweis der mitogen-induzierten Proliferation wurde daher
mit 1µM Fa¨rbelo¨sung durchgefu¨hrt.
Die mitogen-induzierte Proliferation (mit PMA / Ionomycin) konnte mit Hilfe der CFSE-
Fa¨rbung gut nachverfolgt werden. Die Abb. 3.8, S. 152 zeigt den zeitlichen Verlauf der
Proliferation. An Tag 1 war erwartungsgema¨ß noch keine Zellteilung zu erkennen, an Tag
4 bildeten sich deutlich 4 neue Fluoreszenzsignale aus. An Tag 7 war die Anzahl der
Ereignisse bei der Signalsta¨rke der Ausgangspopulation (Population 0) deutlich gesunken
und es hatten sich 7 Tochterpopulationen (1 bis 7) ausgebildet. Die mitogen-induzierte
Proliferation diente bei weiteren Proliferationstests als Positivkontrolle.
Abbildung 3.8: Nachweis der mitogen-induzierten Proliferation mit CFSE: von links nach rechts Hi-
stogramm FL 1 (Fluoreszenz 1, logarithmisch, CFSE-Signal), Histogramm FL 1 auf Lymphozyten gefil-
tert, DotPlot (als Hitzebild) FL 1 gegen FL 4 (Fluoreszenz 4; lebend-tot Farbstoff 7-AAD); von oben
nach unten sind die Messungen an den Tagen 1, 4 und 7 nach CFSE-Fa¨rbung und Stimulation mit
PMA / Ionomycin dargestellt. Die Zahlen in den mittleren Diagrammen geben die Zellgeneration an
(0 = Ausgangspopulation, 1 bis 7 = Tochterpopulationen). CFSE-gefa¨rbte Zellen sind hellgru¨n, die zum
Vergleich zugegebenen ungefa¨rbten Zellen dunkelgru¨n dargestellt.
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3.4.1.2 Testlauf mit expandierten CMV-T-Zellen
Beim Testlauf des Proliferationsnachweises mit CFSE konnte eine CMV-spezifische
Proliferation der aufgereinigten und expandierten CMV-T-Zellen nachgewiesen werden.
Allerdings zeigte sich auch bei Kokultur mit unbeladenen autologen DC eine Proliferation.
Das Ergebnis der Analyse ist in Abb. 3.9, S. 153 dargestellt.
Abbildung 3.9: Proliferationstest mit unspezifisch expandierten CMV-T-Zellen: Histogramme der FL 1
(Fluoreszenzkanal 1, logarithmisch), das Wandern des CFSE-Signals von rechts nach links zeigt eine
Proliferation der Zellen. Die Ausgangspopulation wurde dunkelgru¨n eingefa¨rbt, die Tochterpopulationen
hellgru¨n, die Prozentwerte geben den Anteil der jeweiligen Population an den CFSE-gefa¨rbten CD3+-
Zellen an.
Fu¨r die Analyse wurde zuna¨chst im FS / SS auf Lymphozyten gefiltert. Bei allen Ansa¨t-
zen lag der Anteil der CD3+-Zellen (bezogen auf die Lymphozytenpopulation) bei u¨ber
80%, der Anteil der CFSE-positiven Zellen bei u¨ber 90%. In der Negativkontrolle (ge-
fa¨rbte CMV-T-Zellen allein) proliferierten 37% der CFSE-positiven CD3+-Zellen (Bild
links). In der Positivkontrolle (PMA / Ionomycin stimuliert) waren nach 7 Tagen noch
35% der Ausgangspopulation vorhanden, 62% hatten sich geteilt und dadurch an Fluo-
reszenzintensita¨t verloren (Bild Mitte links). Das Bild Mitte rechts zeigt den Ansatz mit
unbeladenen autologen DC. Auch hier proliferierte ein Großteil (61%) der Zellen. Dennoch
ist im Vergleich eine CMV-spezifische Proliferation zu beobachten, bei der Kokultivierung
mit pp65-beladenen autologen DC proliferierten 71% der CFSE-positiven CD3+-Zellen,
27% blieben unvera¨ndert (Bild rechts).
Bei der Messung des Ansatzes mit Fu¨tterzellen zeigte sich, das die Fu¨tterzellen nach 7
Tagen Expansion noch nicht verschwunden waren. Sie wurden ebenfalls mit CFSE an-
gefa¨rbt, aufgrund der niedrigeren Vitalita¨t durch die Bestrahlung allerdings schwa¨cher
als die CMV-T-Zellen. Dadurch erzeugten die Fu¨tterzellen ein Sto¨rsignal, das in den Be-
reich fiel, in dem auch die Signale proliferierender CMV-T-Zellen gemessen wurden. Diese
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Ansa¨tze sind daher nicht auswertbar. Da als Fu¨tterzellen die Zellen dienten, die beim
Sekretionstest ausgespu¨lt worden waren (nicht IFN-γ-sezernierende Zellen), konnten die
Fu¨tterzellen auch nicht u¨ber einen bestimmten Oberfla¨chenmarker ausgefiltert werden.
Hier wurden fu¨r weitere Versuche bei der Expansion keine Fu¨tterzellen benutzt.
3.4.1.3 Proliferationstest mit kommerzieller Zelllinie
Die Zelllinie, die zur Etablierung von Pentamer- (und Tetramer-) Fa¨rbungen vertrieben
wird, ist fu¨r den Proliferationstest ungeeignet. Es zeigte sich keine Proliferation bei Kokul-
tivierung mit NLVPMVATV beladenen T2. Auch bei Stimulation mit PMA / Ionomycin
proliferierten die Zellen nicht. Vergleicht man die Ansa¨tze mit unbeladenen und beladenen
T2, so blieben bei beiden an Tag 1, Tag 4 und Tag 7 ca. 80% der Ausgangspopulation
erhalten, bei ca. 20% sank die Fluoreszenzintensita¨t ab. Es bildeten sich allerdings keine
eindeutigen Einzelpopulationen aus. Durch die Fa¨rbung auf tote / apoptotische Zellen mit
7-AAD zeigte sich, dass das Absinken eher auf ein Absterben der der CTLNLVP zuru¨ck-
zufu¨hren war als auf eine Proliferation.
3.4.2 Degranulationstest
Nach mehreren Versuchen zeigte sich, dass die CTLNLVP auch beim Degranulationstest
nicht zur Etablierung dienen ko¨nnen. Wie beim Proliferationstest zeigten die CTLNLVP
weder eine spezifische Reaktion (CD107a), noch wurden beladene T2 angegriffen und
abgeto¨tet (Annexin-V Fa¨rbung). Allerdings konnte die CD107a-Fa¨rbung erfolgreich bei
der U¨berpru¨fung der Funktionalita¨t bei den Tetramermessungen verwendet werden. So
wurde z. B. fu¨r UPN1627 eine spezifische Degranulation der CD3+CD8+-T-Zellen nach
Stimulation mit pp65 gezeigt (vgl. 3.1.3.5, S. 142).
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3.5 Austestung verschiedener GMP-Medien
3.5.1 Stimulation und Aufreinigung
3.5.1.1 Zellzahlen in den einzelnen Aufarbeitungschritten
Fu¨r den Medienvergleich verwendete Proben
Probe HLA-Typ Zellausbeute
MV1 A*02, *02 B*38, *50 6,9Ö 108
MV2 A*02, *02 B*14, *18 5,1Ö 108
MV3 A*02, *02 B*51, *44 6,5Ö 108
MV4 A*02, *02 B*07, *60 4,0Ö 108
Mittelwert 5,6Ö 108
Tabelle 3.20: 450 ml Blutkonserven fu¨r den Medienvergleich und Ausbeute an PBMNCs
Es wurden viermal 450 ml Blut fu¨r den Medienvergleich aufgearbeitet, die Ausbeute an
PBMNCs war dabei a¨hnlich, im Mittel wurden 5,6Ö 108 isoliert. Die Zellausbeuten sind
in Tabelle 3.20 zusammengefasst. Bei allen Ansa¨tzen außer MV4 konnten Zellen fu¨r eine
Wiederholung des Sekretionstest im Vergleich zur intrazellula¨ren Fa¨rbung eingefroren
werden.
Bei der Analyse im Durchflusszytometer zeigte sich, dass trotz der erho¨hten Verdu¨nnung
in der Sekretionsphase unspezifische Fa¨rbungen und Aufreinigungen stattfanden. Die
Abb. 3.10, S. 156 zeigt ein Beispiel fu¨r eine spezifische Fa¨rbung und Anreicherung
(obere Reihe, MV2) und eine unspezifische Fa¨rbung (mittlere Reihe, MV3), sowie die
Modifikation bei der Auswertung im Durchflusszytometer, um wenigstens die spezifische
Aktivierung vor Anreichung abscha¨tzen zu ko¨nnen. Zur Verdeutlichung der Verschiebung
der unspezifisch gefa¨rbten Population wurde in der unteren Reihe in das Diagramm zum
pp65-stimulierten Ansatz vor Aufreinigung das Signal der Negativpopulation eingefu¨gt
(Signal ganz links, unterste Reihe, mittleres Bild), der rote Pfeil zeigt die Richtung der
Signalverschiebung an.
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Abbildung 3.10: Spezifische und unspezifische Fa¨rbung beim Sekretionstest im Vergleich: von links
nach rechts: Histogramme zu Fluoreszenz 2 mit dem αIFN-γ-PE-Signal; unstimulierte Kontrolle (links),
pp65-stimulierter Ansatz vor Aufreinigung (mittig) und nach Aufreinigung u¨ber 2 Sa¨ulen (rechts). Die
obere Reihe zeigt die spezifisch gefa¨rbte und angereicherte Probe MV2, CellGro. Die mittlere Reihe zeigt
die unspezifisch gefa¨rbte und dadurch unspezifisch angereicherte Probe MV3, CellGro. Die untere Reihe
zeigt MV3 nach Modifikation der Gate-Position. Der rote Strich markiert die Trennung zwischen der
positiven (rotes +; IFN-γ-produzierenden) und negativen (rotes =) Population.
Wa¨hrend bei spezifischen Anreicherungen negative und positive Population deutlich von-
einander getrennt waren und die Position der Negativpopulation auch im stimulierten
Ansatz fast deckungsgleich mit der der Negativpopulation im unstimulierten Ansatz war
(vgl. Abb. 3.10, obere Reihe, linkes und mittleres Bild), wanderte bei unspezifischen Fa¨r-
bungen die Negativpopulation im stimulierten Ansatz nach rechts (mittlere Reihe). Nach
der Aufreinigung zeigte sich bei einer spezifischen Anreicherung ein Signal (obere Reihe,
rechts), nach einer unspezifischen gab es zwei Signale (mittlere und untere Reihe, rechts).
Durch Verschieben des Gates fu¨r die IFN-γ-positiven Ereignisse auf die hochpositiven
Zellen wurde der Anteil der spezifisch aktivierten Zellen abgescha¨tzt. Bei den folgenden
Auswertungen sind Werte aus unspezifisch stimulierten Proben durch graue Schrift ge-
kennzeichnet.
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Zellzahlen in den einzelnen Aufarbeitungsschritten
Probe Medium eingesetzte
Zellzahl je
Medium
Zellzahl nach
u¨.N.
Stimulation
Zellzahl im
Eluat nach 2.
Sa¨ule
Verlust nach
u¨. N.
Stimulation
MV1 RPMI1640 1,00Ö 108 7,30Ö 107 <1,00Ö 105 27,0%
X-Vivo 15 1,00Ö 108 9,10Ö 107 <1,00Ö 105 9,0%
CellGro 1,00Ö 108 8,85Ö 107 <1,00Ö 105 11,5%
MV2 RPMI1640 1,00Ö 108 6,60Ö 107 1,00Ö 105 34,0%
X-Vivo 15 1,00Ö 108 7,00Ö 107 1,20Ö 105 30,0%
CellGro 1,00Ö 108 7,90Ö 107 1,40Ö 105 21,0%
MV3 RPMI1640 7,80Ö 107* 4,40Ö 107 1,00Ö 105 34,0%
X-Vivo 15 1,00Ö 108 8,28Ö 107 3,10Ö 105 17,2%
CellGro 1,00Ö 108 7,92Ö 107 4,60Ö 105 20,8%
MV4 RPMI1640 1,00Ö 108 nicht geza¨hlt 4,60Ö 106
X-Vivo 15 1,00Ö 108 nicht geza¨hlt 1,60Ö 106
CellGro 1,00Ö 108 nicht geza¨hlt 7,50Ö 106
Mittelwert RPMI1640 9,45Ö 107 6,10Ö 107 1,00Ö 105 31,7%
X-Vivo 15 1,00Ö 108 8,13Ö 107 1,70Ö 105 18,7%
CellGro 1,00Ö 108 8,22Ö 107 2,20Ö 105 17,8%
Tabelle 3.21: Zellzahlen in den einzelnen Aufarbeitungsschritten; *aufgetaute Zellen; graue Zahlen sind
unspezifische Werte und werden in die Berechnung der Mittelwerte nicht mit einbezogen
Die Ausbeute der IFN-γ-spezifischen Anreicherung virusreaktiver T-Zellen spielt fu¨r den
klinischen Einsatz eine große Rolle, daher wurden die Zellzahlen in verschiedenen Aufar-
beitungsphasen dokumentiert. Tabelle 3.21 fasst die Werte zusammen. Bei allen 4 Ver-
suchen wurden aus den Ansa¨tzen mit CellGro und X-Vivo 15 mehr Zellen nach u¨. N.
Stimulation zuru¨ckgewonnen als bei denen mit RPMI1640. Da bei MV3 im Ansatz mit
RPMI eine unspezifische Anreicherung zeigte, wurde dieser Ansatz aus eingefrorenem Ma-
terial wiederholt. Bei Probe MV4 erfolgte auch eine unspezifische Anreicherung, allerdings
konnten die spezifisch und unspezifisch gefa¨rbten Zellen hier noch unterschieden und der
Anteil der spezifisch aktivierten Zellen abgescha¨tzt werden.
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3.5.1.2 Zusammenstellung der Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse
IFN-γ-positive Zellen in den einzelnen Schritten und CD4+- und
CD8+-Anteil in der IFN-γ-positiven Population nach Aufreinigung
Probe Medium IFN-γ+ v.
Sa¨ule
IFN-γ+ n.
2. Sa¨ule
CD4+ n. 2.
Sa¨ule
CD8+ n. 2.
Sa¨ule
Faktor
MV1 RPMI1640 0,10% 34,10% 7,30% 60,40% 341
X-Vivo 15 0,10% 60,10% 18,70% 38,70% 601
CellGro 0,10% 44,40% 19,80% 31,80% 444
MV2 RPMI1640 1,20% 95,10% 5,10% nicht gefa¨rbt 79
X-Vivo 15 1,17% 91,47% 20,10% nicht gefa¨rbt 78
CellGro 1,60% 88,90% 14,94% nicht gefa¨rbt 56
MV3 RPMI1640 0,30% 79,80% 7,10% 73,80% 266
X-Vivo 15 1,06% 88,70% 18,20% 54,60% 84
CellGro 3,60% 81,00% 19,20% 49,30% 23
MV4 RPMI1640 4,80% 81,80% 3,30% 56,60% 17
X-Vivo 15 1,40% 82,60% 6,10% 64,60% 59
CellGro 3,60% 90,00% 8,40% 42,90% 25
Tabelle 3.22: Messergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse hinsichtlich der IFN-γ-positiven
Zellen sowie der CD4+-/CD8+-Verteilung; *aufgetaute Zellen; die Werte sind bezogen auf lebende Lym-
phozyten bzw. fu¨r den CD4+- und CD8+-Anteil auf lebende, IFN-γ-positive Lymphozyten; graue Zahlen
sind unspezifische Werte
In Tabelle 3.22 sind die Messergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse hinsichtlich
der IFN-γ-positiven Zellen sowie der CD4+-/CD8+-Verteilung zusammengefasst. Es
konnten bei allen Ansa¨tzen IFN-γ-positive Zellen detektiert und angereichert werden.
Allerdings variierten die Werte fu¨r die IFN-γ-positiven Zellen bei MV3 und MV4 stark,
es kam zu einer unspezifischen Anreicherung. Die unspezifische Fa¨rbung zeigte sich durch
ein Wandern aller Signale in dem Fluoreszenzkanal fu¨r die IFN-γ-Messung. Durch gezielte
Positionierung des Gates fu¨r die IFN-γ-positiven Zellen konnte der Anteil der spezifisch
aktivierten Zellen abgescha¨tzt werden (die spezifisch aktivierten Zellen binden mehr
Antiko¨rper und leuchten sta¨rker), allerdings spiegelte sich die unspezifische Anreicherung
deutlich in den Zellzahlen nach Anreicherung und im Anteil der toten Zellen (vgl.
3.23, S. 160) wieder. Wie in Abbildung 3.11 deutlich wird, variierten die CD4+- und
CD8+-Anteile bei den verschiedenen Medien.
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Abbildung 3.11: Bestimmung der IFN-γ-positiven Zellen und der CD4- und CD8-positiven Zellen beim
Medienvergleich: Von links nach rechts sind die 4 Proben aufgetragen. Fu¨r jede Probe sind die IFN-
γ-positiven Zellen vor Aufreinigung (grau), die CD4-positiven (hellgru¨n), CD8-positiven (dunkelgru¨n)
und die IFN-γ-positiven Zellen nach Aufreinigung (blau) aufgetragen. Die Y-Achse gibt Prozent der
lebenden Lymphozyten (fu¨r IFN-γ-positive Zellen) bzw. Prozent der IFN-γ-positiven Zellen (fu¨r CD4+-
und CD8+-Bestimmung) an.
Bei CellGro und X-Vivo 15 waren immer mehr CD4-positive Zellen in den aufgereinig-
ten IFN-γ-positiven Zellen enthalten, dafu¨r in den Ansa¨tzen mit RPMI1640 mehr CD8-
positive Zellen. Wa¨hrend in den Ansa¨tzen mit RPMI1640 zwischen 3,3% (Probe 4) und
7,3% (Probe 1) CD4-positive Zellen enthalten waren, lagen die Werte bei X-Vivo 15 zwi-
schen 6,1% (Probe 4) und 20,1% (Probe 2), bei CellGro zwischen 8,4% (Probe 4) und
19,8% (Probe 1). Der ho¨chste CD8+-Anteil wurde im RPMI1640-Ansatz bei Probe 3 mit
73,8% gemessen.
Außer bei Probe MV1 wurden u¨berall Reinheiten von u¨ber 80% erzielt, allerdings fand bei
MV3 und MV4 eine unspezifische Anreicherung statt. MV1 war nur schlecht stimulierbar,
es konnten nur 0,1% der Zellen mit pp65 aktiviert werden. Daher war eine Anreicherung
auf u¨ber 80% nicht mo¨glich, die Zellausbeute war in allen Ansa¨tzen bei MV1 sehr gering.
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Anteil der toten Zellen in der Negativkontrolle und den
pp65-stimulierten Ansa¨tzen vor und nach Aufreinigung
Probe Medium =K pp65 v. S. pp65 n. S.
MV1 RPMI1640 2,7% 13,0% 70,9%
X-Vivo 15 1,7% 13,5% 72,7%
CellGro 1,9% 16,7% 72,1%
MV2 RPMI1640 6,3% 8,9% 73,1%
X-Vivo 15 2,2% 6,9% 68,1%
CellGro 2,1% 5,9% 40,1%
MV3 RPMI1640 1,7% 6,9% 8,8%
X-Vivo 15 1,3% 4,8% 32,4%
CellGro 1,5% 5,3% 20,7%
MV4 RPMI1640 4,9% 8,6% 25,0%
X-Vivo 15 3,7% 6,5% 42,5%
CellGro 3,1% 7,5% 12,0%
Mittelwert RPMI1640 3,9% 9,4% 72,0%
X-Vivo 15 2,2% 7,9% 70,4%
CellGro 2,2% 8,9% 56,1%
Tabelle 3.23: Messergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse hinsichtlich der toten Zellen, die
Ereignisse sind ungefiltert; =K = Negativkontrolle, pp65 v. S. = pp65 stimulierte Ansa¨tze vor Aufreini-
gung, pp65 v. S. = pp65 stimulierte Ansa¨tze nach Aufreinigung; graue Zahlen sind unspezifische Werte
und werden in die Berechnung der Mittelwerte nicht mit einbezogen
Hinsichtlich der Vitalita¨t zeigte sich, dass CellGro und X-Vivo 15 besser fu¨r die Stimulati-
onsansa¨tze geeignet sind. In fast allen Proben und Aufarbeitungsschritten waren in diesen
Ansa¨tzen weniger tote Zellen enthalten als bei denen mit RPMI1640 (außer MV1), aller-
dings sind die prozentualen Unterschiede eher gering. Tabelle 3.23 fasst die gemessenen
Werte zusammen. Fu¨r den Anteil der toten Zellen nach der Anreicherung war weniger das
verwendete Medium, als der Anteil der IFN-γ-positiven Zellen sowie die Dauer der Auf-
reinigung von Bedeutung. In den unstimulierten Ansa¨tzen unterschieden sich die Werte
bei CellGro und X-Vivo 15 nur um 0,1% bis 0,2%, wa¨hrend bei RPMI1640 zwischen 0,4%
und 4,1% mehr tote Zellen enthalten waren. Bei den pp65-stimulierten Ansa¨tzen waren
die Unterschiede gro¨ßer. Bei der Kontrolle der Zellen im Mikroskop vor und nach u¨. N.
Stimulation sahen die mit CellGro inkubierten Ansa¨tze besser aus, als die mit X-Vivo 15
oder RPMI1640 inkubierten. Dies spiegelt sich in den Messwerten nicht wieder, dort sind
in den pp65-stimulierten Ansa¨tzen mit X-Vivo 15 weniger tote Zellen enthalten, als in
denen mit CellGro (außer bei MV2; im Mittel bei pp65 stimulierten Ansa¨tzen 1% weniger
tote in X-Vivo 15 als bei CellGro).
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3.5.1.3 Wiederholung des Sekretionstest mit aufgetautem Material und Vergleich
mit intrazellula¨rer Fa¨rbung
Die Eignung von kryokonservierten Zellen fu¨r den Sekretionstest wurde mit aufgetauten
Aliquots der Proben MV1 bis MV3 u¨berpru¨ft, bei MV4 wurden alle isolierten PBMNCs
fu¨r den Sekretionstest verbraucht, es waren keine fu¨r eine Kryokonservierung u¨brig.
Gleichzeitig wurde eine intrazellula¨re Fa¨rbung angesetzt, um die beiden Methoden
(Sekretionstest und intrazellula¨re Fa¨rbung) zu vergleichen. Die folgende Abb. 3.12 zeigt
das Ergebnis der Messungen.
Abbildung 3.12: Vergleich zwischen Sekretionstest aus frischem Material mit Sekretionstest und in-
trazellula¨rer Fa¨rbung von kryokonservierten Zellen: Auf der Y-Achse wird der prozentuale Anteil der
IFN-γ-positiven Zellen an den (lebenden) Lymphozyten gezeigt. Von links nach rechts sind die Proben
MV1 bis MV3 dargestellt, jeweils nach den Medien RPMI1640, X-Vivo 15 und CellGro getrennt. Fu¨r je-
des Medium wird der Anteil der IFN-γ-positiven Zellen beim Sekretionstest mit frischem Material (grau,
links außen), aus aufgetauten Zellen (blau, mitte) und bei der intrazella¨ren Fa¨rbung von aufgetauten
Zellen (orange, rechts) gezeigt.
Betrachtet man die Messwerte aus den intrazellula¨ren Fa¨rbungen (orangene Balken), so
variierten diese fu¨r die selbe Probe nur wenig (±0,1%), unabha¨ngig vom Medium. Sie
wichen jedoch von den Werten beim Sekretionstest aus frischen Zellen (graue Balken)
ab. Teilweise ist dies darauf zuru¨ckzufu¨hren, dass beim Sekretionstest die prozentualen
Anteile an lebenden Lymphozyten angegeben wurden, wa¨hrend bei der intrazellula¨ren
Fa¨rbung auf die Lymphozyten gefiltert wurde.
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Bei der Wiederholung des Sekretionstests mit aufgetauten Zellen besta¨tigte sich, dass
zuvor kryokonservierte Zellen nicht fu¨r dieses Anreicherungsverfahren geeignet sind. Die
Werte (blaue Balken) schwankten innerhalb jeder Probe stark, die Werte passen weder zu
denen aus den Sekretionstest mit frischem Material, noch zu denen aus der intrazellula¨ren
Fa¨rbung. Nur bei MV2 waren die Werte in allen 3 Messungen a¨hnlich.
3.5.2 Expansion und U¨berpru¨fung der Funktionalita¨t
3.5.2.1 Expansion in den verschiedenen Medien
Die unspezifische Expansion der angereicherten Zellen wurde untersucht, dabei sollte die
Zellausbeute erho¨ht werden. Die expandierten Zellen wurden auf ihre Stimulierbarkeit
und Spezifita¨t getestet. Die Tabelle 3.24 stellt die Ergebnisse der Expansion dar.
Expansion der angereicherten Zellen in den verschiedenen Medien
Probe Medium Ausgangs-
menge
Dauer der
Expansion
Zellzahl n.
Expansion
Vermehrung
um Faktor
MV1 RPMI1640 <1,00Ö 105 11 Tage 7,00Ö 106 70
X-Vivo 15 <1,00Ö 105 2,00Ö 106 20
CellGro <1,00Ö 105 2,20Ö 107 220
MV2 RPMI1640 1,00Ö 105 11 Tage 6,00Ö 105 6
X-Vivo 15 1,20Ö 105 9,00Ö 106 75
CellGro 1,40Ö 105 2,37Ö 107 169
MV3 RPMI1640 1,00Ö 105 11 Tage —
X-Vivo 15 3,10Ö 105 2,60Ö 107 84
CellGro 4,60Ö 105 4,20Ö 107 91
MV4 RPMI1640 4,60Ö 106 7 Tage 8,40Ö 106 2
X-Vivo 15 1,60Ö 106 4,20Ö 106 3
CellGro 7,50Ö 106 4,80Ö 107 6
Tabelle 3.24: Unspezifische Expansion der aufgereinigten Zellen in den verschiedenen Medien mit
50 U / ml IL-2; graue Zahlen sind unspezifische Werte
Nach der 2. Sa¨ule waren im Eluat <1,00Ö 105 bis 4,80Ö 107 Zellen enthalten. Aller-
dings kann nur bei den Werten unter 1,00Ö 106 von einer spezifischen Anreicherung
ausgegangen werden. Fu¨r 1Ö 106 CMV-T-Zellen im Eluat ha¨tten (bei einer Reinheit
von 100%) 1% der eingesetzten 1Ö 108 Zellen IFN-γ produzieren mu¨ssen, wenn die
Verluste bei der Aufreinigung nicht beru¨cksichtigt werden. Die erho¨hten Zellzahlen in der
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aufgereinigten Fraktion passen zur Durchflusszytometeranalyse: Bei allen Proben mit er-
ho¨hten Zellzahlen im Eluat zeigte sich eine unspezifische Fa¨rbung (siehe Abb. 3.10, S. 156).
Abbildung 3.13: Unspezifische Expansion der CMV-T-Zellen beim Medienvergleich: von links nach
rechts sind die einzelnen Proben MV1 bis MV4 dargestellt, jeweils nach Medien aufgeschlu¨sselt. Auf
der Y-Achse sind der Faktor der Vermehrung (grauer Balken) und die Zellzahlen nach Aufreinigung vor
Expansion (blaue Balken) und nach Expansion (orangener Balken) aufgetragen.
Fu¨r die Expansion der T-Zellen war das CellGro-Medium am Besten geeignet. Wie aus
Abb. 3.13 ersichtlich wird, konnten mit CellGro in allen Ansa¨tzen die ho¨chsten Expansi-
onsraten (grauer Balken) erreicht werden. Auch hier wird deutlich, das kryokonservierte
Zellen nicht fu¨r den Sekretionstest geeignet sind: Fu¨r MV3 wurde mit RPMI1640 ein
Sekretionstest neu angesetzt, da der erste Ansatz eine starke unspezifische Aktivierung
zeigte. Es konnten zwar Zellen aufgereinigt werden, doch waren diese nicht mehr ex-
pandierbar. Die anderen Ansa¨tze konnten, von den unspezifisch aktivierten bei MV3 und
MV4 abgesehen, um mindestens eine Zehnerpotenz expandiert werden. Bei den in CellGro
expandierten Zellen wurde fu¨r MV1 und MV2 mehr als das Hundertfache der Ausgangs-
menge erreicht.
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3.5.2.2 Proliferationstest
3.5.2.2.1 Generierung von dendritischen Zellen
Die Generierung von DCs war bei allen Untersuchungen erfolgreich. Die DCs wurden unter
dem Mikroskop und stichprobenartig im Durchflusszytometer analysiert, dabei zeigte sich,
das u¨ber 90% positiv fu¨r CD83 und CD86 waren.
3.5.2.2.2 Proliferationstest
Die Proliferationstests mit den expandierten CMV-T-Zellen waren nicht aussagekra¨ftig.
Zuna¨chst ergab sich das Problem, dass die CMV-T-Zellen nur schlecht mit CFSE anzu-
fa¨rben waren, was fu¨r eine geringe Vitalita¨t spricht. Die Farbstoffkonzentration und die
Fa¨rbedauer wurden daraufhin verdoppelt (2µM fu¨r 30 min). Bei MV2 und MV3 konn-
ten nur in CellGro und X-Vivo 15 genu¨gend Zellen zum Ansetzen des Tests expandiert
werden. Nachdem beim Proliferationstest fu¨r MV1 unerwartet wenige CD3+-Zellen in
den expandierten Zellen enthalten waren, wurden vor dem Ansetzen weiterer Proliferati-
onstests Aliquots der expandierten Zellen auf CD3, CD4 und CD8 gefa¨rbt. Dabei zeigte
sich, dass etwa 50% CD3-positiv waren, der Anteil an CD3+CD4+-Zellen war unter 1%,
der an CD3+CD8+-Zellen entsprechend um 50%. Neben T-Zellen ko¨nnen auch NK-Zellen
durch IL-2 zur Proliferation angeregt werden. Bei MV4 wurde daher zusa¨tzlich auf CD16
und CD56 gefa¨rbt. Hier fanden sich in den verschiedenen Medien zwischen 25% bis zu
50% NK-Zellen (CD3=CD16+CD56+-Zellen). Bei der Aufreinigung der CMV-spezifischen
T-Zellen waren also neben T-Zellen auch NK-Zellen im Eluat enthalten.
Alle Aussagen zu den Proliferationstests sind aufgrund der aufgetretenen Probleme nur
als Tendenz anzusehen. Vergleicht man unspezifisch expandierte CMV-T-Zellen mit den
CD3+-T-Zellen, so zeigten die CMV-T-Zellen eine geringere Reaktion auf die Stimulation
mit PMA/Ionomycin. Bei der Kokultur mit allogenen DC zeigten CMV-T-Zellen und
CD3+-T-Zellen eine Reaktion, die CD3+-T-Zellen proliferierten jedoch sta¨rker. Bei der
Kokultur mit pp65 beladenen autologen DC zeigten ebenfalls CMV-T-Zellen und CD3+-
T-Zellen eine Reaktion, die CMV-T-Zellen proliferierten jedoch nicht sta¨rker als die CD3+-
T-Zellen. Dies ko¨nnte bedeuten, das die CMV-T-Zellen durch die unspezifische Expansion
an Reaktivita¨t und Spezifita¨t verlieren, besonders wenn wie hier die Ausgangspopulation
auch unspezifisch angereicherte Zellen entha¨lt.
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3.6 Charakterisierung der aufgereinigten Zellfraktion
nach IFN-γ Sekretionstest
3.6.1 Verwendete Proben und Zellausbeute
Fu¨r die Charakterisierung der aufgereinigten Zellfraktion nach IFN-γ-Sekretionstest wur-
den 10 CMV-seropositve, HLA-typisierte Blutproben verwendet. Durchschnittlich wurden
6Ö 108 PBMNCs aus 450 ml Vollblut gewonnen. Die Abb. 3.14 gibt einen U¨berblick u¨ber
die HLA-Verteilung in den verwendeten Proben.
Abbildung 3.14: HLA-Verteilung bei der Charakterisierung der aufgereinigten Zellfraktion: HLA-A-
(links) und HLA-B- (rechts) Typen der Blutspender, die Y-Achse zeigt die Anzahl.
Bei dieser kleinen Kohorte war die HLA-Verteilung nicht repra¨sentativ, allerdings waren
wie erwartet mehrere HLA-A*02-positive Proben enthalten. Bei allen Proben war die Zell-
ausbeute so hoch, dass jeweils mindestens 10 Aliquots fu¨r spa¨tere Versuche kryokonserviert
werden konnten.
3.6.2 Zellzahlen in den einzelnen Aufarbeitungsschritten und
Verdu¨nnung in der Sekretionsphase
Um einen besseren Eindruck von den Zellverlusten in den einzelnen Aufarbeitungsschrit-
ten zu erhalten, wurden auch hier wie beim Medienvergleich die Zellzahlen nach u¨. N.
Stimulation und vor Aufreinigung u¨ber die Sa¨ulen bestimmt. Die folgende Tabelle 3.25
auf Seite 166 zeigt die Zellverluste.
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Zellverluste wa¨hrend des Aufarbeitungsprozesses
Probe Zellzahl eingesetzt Zellzahl nach u¨. N. Zellzahl n.
Sekretionsphase
Lysat pp65 Lysat pp65 Lysat pp65
1 1,0Ö 108 1,0Ö 108 8,0Ö 107 8,7Ö 107 3,8Ö 107 5,0Ö 107
2 1,0Ö 108 1,0Ö 108 6,9Ö 107 6,8Ö 107 4,6Ö 107 2,9Ö 107
3 1,0Ö 108 1,0Ö 108 6,6Ö 107 7,1Ö 107 3,8Ö 107 4,5Ö 107
4 1,0Ö 108 1,0Ö 108 6,2Ö 107 6,1Ö 107 3,7Ö 107 3,5Ö 107
5 1,0Ö 108 1,0Ö 108 7,3Ö 107 6,9Ö 107 2,9Ö 107 3,9Ö 107
6 1,0Ö 108 1,0Ö 108 6,9Ö 107 7,6Ö 107 4,3Ö 107 3,4Ö 107
7 1,0Ö 108 1,0Ö 108 7,8Ö 107 8,2Ö 107 3,5Ö 107 4,7Ö 107
8 1,0Ö 108 1,0Ö 108 7,0Ö 107 6,2Ö 107 4,4Ö 107 5,0Ö 107
9 1,0Ö 108 1,0Ö 108 7,7Ö 107 6,5Ö 107 3,3Ö 107 4,4Ö 107
10 1,0Ö 108 1,0Ö 108 6,5Ö 107 7,1Ö 107 4,9Ö 107 4,8Ö 107
Ø 1,0Ö 108 1,0Ö 108 7,1Ö 107 7,1Ö 107 3,9Ö 107 4,2Ö 107
% Verlust n/a n/a 29,1% 28,8% 60,8% 57,9%
Tabelle 3.25: Zellverluste in den einzelnen Aufarbeitungsschritten
Nach der u¨. N. Stimulation lagen die Zellverluste bei ca. 30%. Nach der Sekretionspha-
se konnte mit ca. 40% der Ausgangsmenge weiter gearbeitet werden. Die Unterschiede
zwischen den pp65 und Lysat stimulierten Ansa¨tzen waren erwartungsgema¨ß gering.
Die Ergebnisse der Zellzahlbestimmung in den einzelnen Aufarbeitungsschritten wurde
auch genutzt, um die tatsa¨chliche Verdu¨nnung in der Sekretionsphase zu berechnen. Gera-
de in diesem Schritt ist eine ausreichende Verdu¨nnung kritisch, es kann zur unspezifischen
Kopplung von IFN-γ an nicht CMV-reaktive Zellen kommen. Die Verdu¨nnung wurde so
geplant, das bei 100% der Ausgangszellmenge eine 1 : 20 Verdu¨nnung anstatt der vom
Hersteller angegebenen 1 : 10 Verdu¨nnung erreicht wurde. Die Tabelle 3.26, S. 167 gibt die
tatsa¨chlichen Verdu¨nnungen an.
Sowohl bei den Ansa¨tzen mit pp65, als auch bei denen mit CMV-Lysat war die durch-
schnittliche Verdu¨nnung wa¨hrend der Sekretionsphase 1 : 28, bzw. 3,5Ö 105 Zellen pro
1 ml. Bei der parallel durchgefu¨hrten intrazellula¨ren Fa¨rbung wurden nur bei Probe 1 und
3 nach Stimulation mit Lysat und bei Probe 1 und 6 nach Stimulation mit pp65 mehr als
1% IFN-γ-positive Zellen gemessen. Laut Herstellerangaben sollte die Verdu¨nnung erho¨ht
werden, wenn mehr als 5% positive Zellen erwartet werden bzw. enthalten sind.
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Verdu¨nnung in der Sekretionsphase
Probe Zellzahl nach u¨. N. Zielverd. tatsa¨chliche Verdu¨nnung
Lysat pp65 (1 : 20) Lysat pp65
Zellen / 10 ml Zellen / ml Zellen / ml Faktor Zellen / ml Faktor
1 8,0Ö 107 8,7Ö 107 5,0Ö 105 4,0Ö 105 25 4,4Ö 105 23
2 6,9Ö 107 6,8Ö 107 5,0Ö 105 3,5Ö 105 29 3,4Ö 105 29
3 6,6Ö 107 7,1Ö 107 5,0Ö 105 3,3Ö 105 30 3,6Ö 105 28
4 6,2Ö 107 6,1Ö 107 5,0Ö 105 3,1Ö 105 32 3,1Ö 105 33
5 7,3Ö 107 6,9Ö 107 5,0Ö 105 3,7Ö 105 27 3,5Ö 105 29
6 6,9Ö 107 7,6Ö 107 5,0Ö 105 3,5Ö 105 29 3,8Ö 105 26
7 7,8Ö 107 8,2Ö 107 5,0Ö 105 3,9Ö 105 26 4,1Ö 105 24
8 7,0Ö 107 6,2Ö 107 5,0Ö 105 3,5Ö 105 29 3,1Ö 105 32
9 7,7Ö 107 6,5Ö 107 5,0Ö 105 3,9Ö 105 26 3,3Ö 105 31
10 6,5Ö 107 7,1Ö 107 5,0Ö 105 3,3Ö 105 31 3,6Ö 105 28
Ø 7,1Ö 107 7,1Ö 107 5,0Ö 105 3,6Ö 105 28 3,6Ö 105 28
Tabelle 3.26: Verdu¨nnung in der Sekretionsphase: von links nach rechts sind die Zellzahlen nach u¨. N.
Kultur, die Zellen pro 1 ml bei der Zielverdu¨nnung von 1 : 20 und die tatsa¨chlichen Verdu¨nnungen gezeigt.
3.6.3 T-Zell-Subpopulationen
3.6.3.1 T-Zell-Subpopulationen in den 10 gemessenen Proben
Da virusspezifische T-Zellen fu¨r eine Kontrolle der CMV-Reaktivierung unerla¨sslich
sind und daher der Schwerpunkt der Betrachtung auf ihnen liegt, werden die T-Zell-
Subpopulationen fu¨r alle 10 Proben im Detail dargestellt. Fu¨r die NK-Zellen, B-Zellen
usw. wird hingegen nur ein U¨berblick gegeben.
Die Anteile der T-Zell-Subpopulationen werden dabei nach Anteilen an den lebenden
Zellen total, d. h. im gesamten Ansatz, nach Anteilen an der IFN-γ-positiven und an
der IFN-γ-negativen Population aufgeschlu¨sselt. Fu¨r die Negativkontrolle ist die Angabe
bezogen auf IFN-γ-positive Zellen nicht sinnvoll, da es sich hier erstens um Hintergrund-
aktivierung handelt, zweitens nur wenige Ereignisse in den jeweiligen Regionen und Gates
auftauchten, diese aber zu hohen prozentualen Anteilen fu¨hren ko¨nnen (bei 10 unspezifisch
IFN-γ-sezernierenden Zellen sind z. B. 2 CD4-positive schon 20%). Dies ist auch daran er-
kennbar, dass sich in den unstimulierten Kontrollen die Werte bezogen auf die lebenden
Zellen total und auf die IFN-γ-negativen lebenden Zellen gleichen, wa¨hrend durch Arte-
fakte abweichende Werte fu¨r die T-Zell-Subpopulationen bezogen auf die IFN-γ-positiven
Zellen entstehen, eigentlich sollten die Werte fast Null sein.
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Probe Bezugspopulation Pha¨notyp -K Lysat
v. Sa¨ule
pp65
v. Sa¨ule
Lysat
n. 2. Sa¨ule
pp65
n. 2. Sa¨ule
(Gate) (Region) (%Gated) (%Gated) (%Gated) (%Gated) (%Gated)
1 lebend CD3+CD4+ 40,92 32,94 38,72 52,01 56,94
1 IFN-γ+ lebend CD3+CD4+ in IFN-γ+ 21,82 31,82 37,95 81,50 71,59
1 IFN-γ- lebend CD3+CD4+ in IFN-γ- 40,94 32,97 38,74 14,32 47,52
1 lebend CD3+CD8+ 20,08 21,17 22,76 3,77 11,83
1 IFN-γ+ lebend CD3+CD8+ in IFN-γ+ 3,64 2,35 9,21 3,78 19,39
1 IFN-γ- lebend CD3+CD8+ in IFN-γ- 20,10 21,65 23,06 3,76 6,97
1 lebend IFN-γ+ 0,12 2,49 2,16 56,10 39,14
1 ungefiltert tot 3,08 7,45 4,34 81,65 76,90
HLA-A *02 *32 HLA-B *51 *60
Tabelle 3.27: Ergebnisse der Bestimmung der T-Zell-Subpopulationen bei Probe 1; Werte =
Werte fu¨r Anteile an der IFN-γ-positiven Population bei der Negativkontrolle; -K = unstimulierte
Kontrolle; Lysat / pp65 v. Sa¨ule = Lysat / pp65 stimulierter Ansatz vor Anreicherung; Lysat / pp65
n. 2. Sa¨ule = Lysat / pp65 stimulierter Ansatz nach Anreicherung u¨ber 2 Sa¨ulen
Die Messwerte zu Probe 1 sind in Tab. 3.27, S. 168 dargestellt. Nach Stimulation mit pp65
und CMV-Lysat wurden a¨hnliche Werte vor Aufreinigung erreicht, 2,5% nach Lysat und
2,2% nach pp65. Bereits vor der Anreicherung u¨ber die beiden Sa¨ulen zeigten sich deutliche
Unterschiede bei der CD4+-CD8+-Verteilung innerhalb der IFN-γ-sezernierenden Popu-
lation, mit 9,2% waren beim mit pp65 stimulierten Ansatz dreimal soviele CD3+CD8+-
T-Zellen enthalten (Lysat: 2,4%).
Der Anteil an CD3+CD4+-T-Zellen war hingegen a¨hnlich (32% nach Stimulation mit
Lysat und 38% nach Stimulation mit pp65). Nach Anreicherung auf 56% IFN-γ-positive
beim Lysat stimulierten Ansatz und 40% beim pp65 stimulierten wurde der Unterschied
bei der Aktivierung von CD3+CD8+-T-Zellen noch deutlicher. Wa¨hrend in der IFN-γ-
sezernierenden Population nach Stimulation mit pp65 20% CD3+CD8+-T-Zellen enthalten
waren, wurden im mit Lysat stimulierten Ansatz nur 3,8% gemessen.
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Probe Bezugspopulation Pha¨notyp -K Lysat
v. Sa¨ule
pp65
v. Sa¨ule
Lysat
n. 2. Sa¨ule
pp65
n. 2. Sa¨ule
(Gate) (Region) (%Gated) (%Gated) (%Gated) (%Gated) (%Gated)
2 lebend CD3+CD4+ 35,90 33,97 34,99 11,23 29,97
2 IFN-γ+ lebend CD3+CD4+ in IFN-γ+ 14,58 13,64 22,75 16,52 22,47
2 IFN-γ- lebend CD3+CD4+ in IFN-γ- 35,98 34,01 35,52 7,98 48,40
2 lebend CD3+CD8+ 20,77 19,95 21,58 32,65 31,94
2 IFN-γ+ lebend CD3+CD8+ in IFN-γ+ 35,42 43,18 19,61 60,31 32,48
2 IFN-γ- lebend CD3+CD8+ in IFN-γ- 20,71 19,90 21,66 15,62 30,59
2 lebend IFN-γ+ 0,41 0,21 4,15 38,11 71,08
2 ungefiltert tot 11,40 5,15 16,60 59,87 44,61
HLA-A *02 *11 HLA-B *07 *35
Tabelle 3.28: Ergebnisse der Bestimmung der T-Zell-Subpopulationen bei Probe 2; Werte =
Werte fu¨r Anteile an der IFN-γ-positiven Population bei der Negativkontrolle; -K = unstimulierte
Kontrolle; Lysat / pp65 v. Sa¨ule = Lysat / pp65 stimulierter Ansatz vor Anreicherung; Lysat / pp65
n. 2. Sa¨ule = Lysat / pp65 stimulierter Ansatz nach Anreicherung u¨ber 2 Sa¨ulen
Probe 2 (vgl. Tab. 3.28, S. 169) hatte mit HLA-A *02, *11 und HLA-B *07, *35 3 HLA-
Typen (A*02, B*07 und B*35), bei denen CMV-spezifische CD8+-T-Zellen Epitope im
pp65 erkennen. Dementsprechend war diese Probe mit pp65 sehr gut stimulierbar (4,2%
IFN-γ-positive vor Aufreinigung), auch deutlich besser als mit Lysat (0,2% IFN-γ-positive
vor Aufreinigung). Allerdings wurden hier nach Aufreinigung doppelt soviele CD3+CD8+-
T-Zellen beim mit Lysat stimulierten Ansatz gemessen. Der Ansatz mit dem ho¨heren
Anteil an IFN-γ-positiven Zellen vor Aufreinigung ergab spa¨ter auch eine ho¨here Reinheit:
Der mit pp65 stimulierte Ansatz wurde von 4,2% IFN-γ-positiven auf 71% angereichert,
der mit Lysat stimulierte von 0,2% auf 38%.
Probe Bezugspopulation Pha¨notyp -K Lysat
v. Sa¨ule
pp65
v. Sa¨ule
Lysat
n. 2. Sa¨ule
pp65
n. 2. Sa¨ule
(Gate) (Region) (%Gated) (%Gated) (%Gated) (%Gated) (%Gated)
3 lebend CD3+CD4+ 32,31 34,31 38,52 61,29 40,57
3 IFN-γ+ lebend CD3+CD4+ in IFN-γ+ 20,32 61,73 80,52 86,23 79,87
3 IFN-γ- lebend CD3+CD4+ in IFN-γ- 32,41 33,42 38,38 17,52 23,25
3 lebend CD3+CD8+ 15,98 17,33 18,37 2,76 5,88
3 IFN-γ+ lebend CD3+CD8+ in IFN-γ+ 3,74 5,17 7,68 3,62 12,51
3 IFN-γ- lebend CD3+CD8+ in IFN-γ- 16,07 17,73 18,40 1,25 2,96
3 lebend IFN-γ+ 0,79 3,15 0,33 63,70 30,59
3 ungefiltert tot 4,56 10,39 11,36 58,46 78,10
HLA-A *02 *26 HLA-B *27 *57
Tabelle 3.29: Ergebnisse der Bestimmung der T-Zell-Subpopulationen bei Probe 3; Werte =
Werte fu¨r Anteile an der IFN-γ-positiven Population bei der Negativkontrolle; -K = unstimulierte
Kontrolle; Lysat / pp65 v. Sa¨ule = Lysat / pp65 stimulierter Ansatz vor Anreicherung; Lysat / pp65
n. 2. Sa¨ule = Lysat / pp65 stimulierter Ansatz nach Anreicherung u¨ber 2 Sa¨ulen
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Bei Probe 3 (Tab. 3.29, S. 169) ergab sich hinsichtlich der Anreicherung genau das um-
gekehrte Bild, wie in Probe 2: Die Stimulation mit pp65 zeigte hier weniger Wirkung
als das CMV-Lysat. Der pp65-stimulierte Ansatz konnte von 0,3% auf 30,6% angerei-
chert werden, der mit Lysat stimulierte von 3,2% auf 63,7%. Dies verdeutlicht, dass die
Reinheit der angereicherten Population durch den Gehalt an aktivierten Zellen vor der
Aufreinigung mit bestimmt wird. Auch die Vitalita¨t ist bei den zuvor sta¨rker aktivierten
besser, je mehr IFN-γ-sezernierende Zellen an die Sa¨ule gebunden werden, desto weniger
werden tote Zellen unspezifisch gebunden. Die Anteile an CD3+CD4+-T-Zellen sind auch
hier wieder a¨hnlich (86% und 80% in der IFN-γ-positiven Population). Dafu¨r sind im
pp65-stimulierten Ansatz CD3+CD8+-T-Zellen enthalten (13% im Gegensatz zu 4% beim
Lysat).
Probe Bezugspopulation Pha¨notyp -K Lysat
v. Sa¨ule
pp65
v. Sa¨ule
Lysat
n. 2. Sa¨ule
pp65
n. 2. Sa¨ule
(Gate) (Region) (%Gated) (%Gated) (%Gated) (%Gated) (%Gated)
4 lebend CD3+CD4+ 25,50 30,38 32,40 37,12 38,81
4 IFN-γ+ lebend CD3+CD4+ in IFN-γ+ 5,48 33,48 17,49 53,40 36,47
4 IFN-γ- lebend CD3+CD4+ in IFN-γ- 25,57 30,36 33,22 13,53 51,85
4 lebend CD3+CD8+ 15,95 17,73 18,65 4,35 25,10
4 IFN-γ+ lebend CD3+CD8+ in IFN-γ+ 6,85 2,09 9,23 2,91 24,76
4 IFN-γ- lebend CD3+CD8+ in IFN-γ- 15,98 17,82 19,17 6,43 27,00
4 lebend IFN-γ+ 0,38 0,59 5,22 59,17 84,79
4 ungefiltert tot 1,45 2,42 5,25 58,85 29,49
HLA-A *02 *28 HLA-B *51 *60
Tabelle 3.30: Ergebnisse der Bestimmung der T-Zell-Subpopulationen bei Probe 4; Werte =
Werte fu¨r Anteile an der IFN-γ-positiven Population bei der Negativkontrolle; -K = unstimulierte
Kontrolle; Lysat / pp65 v. Sa¨ule = Lysat / pp65 stimulierter Ansatz vor Anreicherung; Lysat / pp65
n. 2. Sa¨ule = Lysat / pp65 stimulierter Ansatz nach Anreicherung u¨ber 2 Sa¨ulen
Tabelle 3.30, S. 170 zeigt die Messergebnisse von Probe 4. Hier war die Stimulation mit
pp65 deutlich besser als mit Lysat, auch wurden wieder mehr CD3+CD8+-T-Zellen durch
die Stimulation mit pp65 aktiviert, vor Anreicherung waren es 9,2% der IFN-γ-positiven,
lebenden Zellen, beim Lysat stimulierten Ansatz dagegen nur 2,1%. Nach der Aufreinigung
waren beim pp65-stimulierten Ansatz dann mit fast 25% achtmal soviele CD3+CD8+-T-
Zellen in den IFN-γ-positiven, lebenden Zellen wie beim Lysat-stimulierten Ansatz mit
ungefa¨hr 3%.
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Probe Bezugspopulation Pha¨notyp -K Lysat
v. Sa¨ule
pp65
v. Sa¨ule
Lysat
n. 2. Sa¨ule
pp65
n. 2. Sa¨ule
(Gate) (Region) (%Gated) (%Gated) (%Gated) (%Gated) (%Gated)
5 lebend CD3+CD4+ 19,75 17,68 19,75 10,9 17,62
5 IFN-γ+ lebend CD3+CD4+ in IFN-γ+ 23,85 21,04 34,31 7,22 20,88
5 IFN-γ- lebend CD3+CD4+ in IFN-γ- 19,74 16,39 19,58 18,69 12,21
5 lebend CD3+CD8+ 9,59 11,23 11,32 9,87 15,31
5 IFN-γ+ lebend CD3+CD8+ in IFN-γ+ 3,67 3,58 13,69 4,15 18,64
5 IFN-γ- lebend CD3+CD8+ in IFN-γ- 9,60 14,18 11,29 21,97 9,80
5 lebend IFN-γ+ 0,12 27,82 1,12 67,91 62,33
5 ungefiltert tot 1,54 11,44 16,54 25,51 79,52
HLA-A *01 HLA-B *13
Tabelle 3.31: Ergebnisse der Bestimmung der T-Zell-Subpopulationen bei Probe 5; Werte = Werte
fu¨r Anteile an der IFN-γ-positiven Population bei der Negativkontrolle; Werte = Werte bei unspezifisch
aktivierten Proben; -K = unstimulierte Kontrolle; Lysat / pp65 v. Sa¨ule = Lysat / pp65 stimulierter Ansatz
vor Anreicherung; Lysat / pp65 n. 2. Sa¨ule = Lysat / pp65 stimulierter Ansatz nach Anreicherung u¨ber 2
Sa¨ulen
Bei Probe 5 (vgl. Tab. 3.31, S. 171) trat eine unspezifische Fa¨rbung und Anreicherung im
mit CMV-Lysat stimulierten Ansatz auf. Dieser Ansatz kann daher nicht mit in die Aus-
wertung einbezogen werden. Der pp65-stimulierte Ansatz wurde auf 62% IFN-γ-positive
Zellen angereichert, allerdings waren unter 40% T-Zellen darunter. In der IFN-γ-positiven
Population wurde ein Anteil von 19% CD3+CD8+- und 21% CD3+CD4+-T-Zellen gemes-
sen.
Probe Bezugspopulation Pha¨notyp -K Lysat
v. Sa¨ule
pp65
v. Sa¨ule
Lysat
n. 2. Sa¨ule
pp65
n. 2. Sa¨ule
(Gate) (Region) (%Gated) (%Gated) (%Gated) (%Gated) (%Gated)
6 lebend CD3+CD4+ 46,23 38,85 35,13 30,13 53,02
6 IFN-γ+ lebend CD3+CD4+ in IFN-γ+ 18,87 19,66 42,33 28,71 57,13
6 IFN-γ- lebend CD3+CD4+ in IFN-γ- 46,26 39,22 15,57 31,88 8,37
6 lebend CD3+CD8+ 13,46 11,97 10,38 6,13 17,91
6 IFN-γ+ lebend CD3+CD8+ in IFN-γ+ 9,43 1,30 5,18 2,84 11,39
6 IFN-γ- lebend CD3+CD8+ in IFN-γ- 13,47 12,18 24,51 10,18 88,82
6 lebend IFN-γ+ 0,10 1,93 73,09 55,28 91,57
6 ungefiltert tot 2,37 2,01 5,86 28,09 6,48
HLA-A*03 HLA-B *40
Tabelle 3.32: Ergebnisse der Bestimmung der T-Zell-Subpopulationen bei Probe 6; Werte = Werte
fu¨r Anteile an der IFN-γ-positiven Population bei der Negativkontrolle; Werte = Werte bei unspezifisch
aktivierten Proben; -K = unstimulierte Kontrolle; Lysat / pp65 v. Sa¨ule = Lysat / pp65 stimulierter Ansatz
vor Anreicherung; Lysat / pp65 n. 2. Sa¨ule = Lysat / pp65 stimulierter Ansatz nach Anreicherung u¨ber 2
Sa¨ulen
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Probe 6 (siehe Tab. 3.32, S. 171) wies ebenfalls eine unspezifische Fa¨rbung auf, diesmal im
pp65-stimulierten Ansatz. Mit Lysat wurde zwar eine Stimulation von 1,9% erreicht, aller-
dings war die Anreicherung mit 55% IFN-γ-positiven Zellen eher schlecht. Der Gehalt an
CD3+CD8+- betrug 2,8% und der an CD3+CD4+-T-Zellen 28,7% in der IFN-γ-positiven
Population. Der T-Zellanteil war also eher niedrig.
Probe Bezugspopulation Pha¨notyp -K Lysat
v. Sa¨ule
pp65
v. Sa¨ule
Lysat
n. 2. Sa¨ule
pp65
n. 2. Sa¨ule
(Gate) (Region) (%Gated) (%Gated) (%Gated) (%Gated) (%Gated)
7 lebend CD3+CD4+ 33,18 33,65 31,60 31,57 34,61
7 IFN-γ+ lebend CD3+CD4+ in IFN-γ+ 30,21 48,45 37,81 52,32 61,28
7 IFN-γ- lebend CD3+CD4+ in IFN-γ- 33,19 33,56 31,58 8,52 18,21
7 lebend CD3+CD8+ 22,39 25,26 24,84 3,63 6,51
7 IFN-γ+ lebend CD3+CD8+ in IFN-γ+ 37,5 15,17 8,86 4,05 5,68
7 IFN-γ- lebend CD3+CD8+ in IFN-γ- 22,38 25,32 24,91 3,16 7,02
7 lebend IFN-γ+ 0,10 0,60 0,39 52,62 38,07
7 ungefiltert tot 4,30 6,67 13,73 76,48 87,71
HLA-A *03*32 HLA-B *37*60
Tabelle 3.33: Ergebnisse der Bestimmung der T-Zell-Subpopulationen bei Probe 7; Werte =
Werte fu¨r Anteile an der IFN-γ-positiven Population bei der Negativkontrolle; -K = unstimulierte
Kontrolle; Lysat / pp65 v. Sa¨ule = Lysat / pp65 stimulierter Ansatz vor Anreicherung; Lysat / pp65
n. 2. Sa¨ule = Lysat / pp65 stimulierter Ansatz nach Anreicherung u¨ber 2 Sa¨ulen
Sowohl CMV-Lysat als auch pp65 fu¨hrten bei Probe 7 (Werte in Tab. 3.33, S. 172) zu einer
Aktivierung, beim Lysat wurden 0,6% und beim pp65 0,4% vor Anreicherung erreicht. Die
Anreicherung lag bei 53% IFN-γ-positiven Zellen nach Stimulation mit Lysat und 38%
nach Stimulation mit pp65. Die Werte fu¨r CD3+CD8+- und CD3+CD4+-T-Zellen waren
bei pp65 und Lysat mit 5,7% zu 4,1% (CD3+CD8+) und 61,3% zu 52,3% (CD3+CD4+)
a¨hnlich.
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Probe Bezugspopulation Pha¨notyp -K Lysat
v. Sa¨ule
pp65
v. Sa¨ule
Lysat
n. 2. Sa¨ule
pp65
n. 2. Sa¨ule
(Gate) (Region) (%Gated) (%Gated) (%Gated) (%Gated) (%Gated)
8 lebend CD3+CD4+ 18,52 21,42 20,77 17,48 42,84
8 IFN-γ+ lebend CD3+CD4+ in IFN-γ+ 25,69 25,94 31,05 22,42 49,7
8 IFN-γ- lebend CD3+CD4+ in IFN-γ- 18,51 21,40 11,46 11,22 9,95
8 lebend CD3+CD8+ 17,96 20,36 21,64 3,37 30,67
8 IFN-γ+ lebend CD3+CD8+ in IFN-γ+ 14,58 6,35 6,42 2,55 18,42
8 IFN-γ- lebend CD3+CD8+ in IFN-γ- 17,97 20,43 35,44 4,42 89,36
8 lebend IFN-γ+ 0,15 0,49 47,54 55,86 82,73
8 ungefiltert tot 1,10 2,89 7,06 50,65 10,69
HLA-A *03*32 HLA-B*08*44
Tabelle 3.34: Ergebnisse der Bestimmung der T-Zell-Subpopulationen bei Probe 8; Werte = Werte
fu¨r Anteile an der IFN-γ-positiven Population bei der Negativkontrolle; Werte = Werte bei unspezifisch
aktivierten Proben; -K = unstimulierte Kontrolle; Lysat / pp65 v. Sa¨ule = Lysat / pp65 stimulierter Ansatz
vor Anreicherung; Lysat / pp65 n. 2. Sa¨ule = Lysat / pp65 stimulierter Ansatz nach Anreicherung u¨ber 2
Sa¨ulen
Probe Bezugspopulation Pha¨notyp -K Lysat
v. Sa¨ule
pp65
v. Sa¨ule
Lysat
n. 2. Sa¨ule
pp65
n. 2. Sa¨ule
(Gate) (Region) (%Gated) (%Gated) (%Gated) (%Gated) (%Gated)
9 lebend CD3+CD4+ 19,36 19,19 20,26 36,74 20,95
9 IFN-γ+ lebend CD3+CD4+ in IFN-γ+ 22,63 22,72 20,84 31,97 20,67
9 IFN-γ- lebend CD3+CD4+ in IFN-γ- 19,35 19,14 20,1 51,73 22,92
9 lebend CD3+CD8+ 15,34 16,50 17,14 49,83 28,28
9 IFN-γ+ lebend CD3+CD8+ in IFN-γ+ 15,79 27,57 10,84 57,51 22,67
9 IFN-γ- lebend CD3+CD8+ in IFN-γ- 15,33 16,34 18,93 25,67 67,45
9 lebend IFN-γ+ 0,11 1,37 22,09 75,88 87,47
9 ungefiltert tot 3,37 5,37 10,59 43,41 19,13
HLA-A *02*03 HLA-B *07*57
Tabelle 3.35: Ergebnisse der Bestimmung der T-Zell-Subpopulationen bei Probe 9; Werte = Werte
fu¨r Anteile an der IFN-γ-positiven Population bei der Negativkontrolle; Werte = Werte bei unspezifisch
aktivierten Proben; -K = unstimulierte Kontrolle; Lysat / pp65 v. Sa¨ule = Lysat / pp65 stimulierter Ansatz
vor Anreicherung; Lysat / pp65 n. 2. Sa¨ule = Lysat / pp65 stimulierter Ansatz nach Anreicherung u¨ber 2
Sa¨ulen
Auch bei den Proben 8 (siehe Tab. 3.34, S. 173) und 9 (siehe Tab. 3.35, S. 173) kam es
zu unspezifischen Fa¨rbungen und Anreicherungen in den Ansa¨tzen mit pp65. Da auch
bei diesen Proben pp65 und Lysat nicht bezu¨glich der Stimulationswirkung und der T-
Zell-Subpopulationen verglichen werden ko¨nnen, sei hier nur kurz auf die stark unter-
schiedlichen CD4-CD8-Verha¨ltnisse bei den Lysat-stimulierten Ansa¨tzen nach Aufreini-
gung hingewiesen: Bei Probe 8 waren 2,6% CD3+CD8+- und 22,4% CD3+CD4+-T-Zellen
in IFN-γ-positiven Zellen enthalten, bei Probe 9 hingegen 57,5% CD3+CD8+- und 31,9%
CD3+CD4+-T-Zellen.
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Probe Bezugspopulation Pha¨notyp -K Lysat
v. Sa¨ule
pp65
v. Sa¨ule
Lysat
n. 2. Sa¨ule
pp65
n. 2. Sa¨ule
(Gate) (Region) (%Gated) (%Gated) (%Gated) (%Gated) (%Gated)
10 lebend CD3+CD4+ 27,59 25,76 27,96 13,34 50,74
10 IFN-γ+ lebend CD3+CD4+ in IFN-γ+ 33,33 31,40 57,01 53,58 93,98
10 IFN-γ- lebend CD3+CD4+ in IFN-γ- 27,58 25,75 27,88 11,16 29,39
10 lebend CD3+CD8+ 8,80 8,38 8,70 1,14 1,54
10 IFN-γ+ lebend CD3+CD8+ in IFN-γ+ 6,23 5,37 1,33 7,92 0,83
10 IFN-γ- lebend CD3+CD8+ in IFN-γ- 8,81 8,38 8,72 0,78 1,88
10 lebend IFN-γ+ 0,16 0,12 0,28 5,13 33,04
10 ungefiltert tot 1,91 2,03 4,65 77,94 79,11
HLA-A *25*11 HLA-B *18*35
Tabelle 3.36: Ergebnisse der Bestimmung der T-Zell-Subpopulationen bei Probe 10; Werte =
Werte fu¨r Anteile an der IFN-γ-positiven Population bei der Negativkontrolle; -K = unstimulierte
Kontrolle; Lysat / pp65 v. Sa¨ule = Lysat / pp65 stimulierter Ansatz vor Anreicherung; Lysat / pp65
n. 2. Sa¨ule = Lysat / pp65 stimulierter Ansatz nach Anreicherung u¨ber 2 Sa¨ulen
Probe 10 (vgl. Tab. 3.36, S. 174) war weder mit pp65 noch mit Lysat gut zu stimulieren.
Diese Probe ist ein Beispiel dafu¨r, dass auch Zellen von einem CMV-seropositiven Spen-
der nicht oder nur unzureichend in vitro mit den verfu¨gbaren CMV-Antigenen stimuliert
werden ko¨nnen. Gerade fu¨r solche Fa¨lle wa¨ren andere Antigene oder die Mo¨glichkeit einer
in vitro Immunisierung gegen CMV von Nutzen.
3.6.3.2 Verteilung der T-Zellsubpopulationen im U¨berblick
Abbildung 3.15: Verteilung der CD3+CD4+-T-Zellen nach Stimulation mit pp65 oder Lysat vor und
nach Aufreinigung bezogen auf alle lebenden Zellen (links), auf lebende, IFN-γ-positive Zellen (mitte) und
lebende, IFN-γ-negative Zellen (rechts); der schwarze Balken gibt den Mittelwert aus allen auswertbaren
Proben an; neg. K. = unstimulierte Kontrollen; Lysat / pp65 v. A. = Lysat bzw. pp65 stimulierte Ansa¨tze
vor Aufreinigung; Lysat / pp65 n. 2S. = Lysat bzw. pp65 stimulierte Ansa¨tze nach Aufreinigung u¨ber 2
Sa¨ulen
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Die Abbildung 3.15, S. 174 zeigt die einzelnen Werte aus der Bestimmung der CD3+CD4+-
T-Zellen bezogen auf alle lebenden Zellen (links), auf lebende, IFN-γ-positive Zellen (mit-
te) und lebende, IFN-γ-negative Zellen (rechts). Wa¨hrend die totalen Werte in beiden
Ansa¨tzen vor Anreicherung nah beieinander lagen (19,2% bis 38,7%), streuten die Werte
nach Aufreinigung sta¨rker, obwohl sich die Mittelwerte a¨hnelten. Vor Aufreinigung wa-
ren in der Negativkontrolle im Mittel 29,9% CD3+CD4+-T-Zellen enhalten, in dem mit
Lysat stimulierten Ansatz 30,1% und im pp65 stimulierten 32,0%. Diese Werte sollten
gleich sein, die Abweichung bei den Mittelwerten lag hier bei maximal 2,1%. In den ein-
zelnen Proben waren die Abweichungen gro¨ßer. Betrachtet man die CD3+CD4+-Anteile
an den IFN-γ-positiven Zellen (mittlere Graphik), so waren bereits vor der Anreicherung
nach Stimulation mit pp65 mehr CD3+CD4+-T-Zellen enthalten (41,4%) als nach Stimu-
lation mit CMV-Lysat (32,1%), nach Aufreinigung war der Unterschied noch deutlicher:
im pp65-stimulierten Ansatz waren im Mittel 55,2% der lebenden IFN-γ-positive Zellen
CD3+CD4+-T-Zellen, im Lysat stimulierten Ansatz 47,4%. Auch in der IFN-γ-negativen
Population war der CD3+CD4+-Anteil beim pp65 stimulierten Ansatz deutlich ho¨her (Bild
rechts; 33,0% im Vergleich zu 18,7% beim Lysat).
Abbildung 3.16: Verteilung der CD3+CD8+-T-Zellen nach Stimulation mit pp65 oder Lysat vor und
nach Aufreinigung bezogen auf alle lebenden Zellen (links), auf lebende, IFN-γ-positive Zellen (mitte) und
lebende, IFN-γ-negative Zellen (rechts); der schwarze Balken gibt den Mittelwert aus allen auswertbaren
Proben an; neg. K. = unstimulierte Kontrollen; Lysat / pp65 v. A. = Lysat bzw. pp65 stimulierte Ansa¨tze
vor Aufreinigung; Lysat / pp65 n. 2S. = Lysat bzw. pp65 stimulierte Ansa¨tze nach Aufreinigung u¨ber 2
Sa¨ulen
Betrachtet man die Anteile an CD3+CD8+-T-Zellen (vgl. Abb. 3.16) finden sich in den
Ansa¨tzen vor Aufreinigung bezogen auf alle lebenden Zellen (linke Graphik) a¨hnliche Mit-
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telwerte (16,0% Negativkontrolle, 17,6% Lysat, 18,0% pp65), der Anteil ist ungefa¨hr halb
so groß wie der der CD3+CD4+-T-Zellen – ein typisches Verha¨ltnis bei gesunden Personen.
In der lebenden IFN-γ-positiven Population (mitte) waren nach Aufreinigung bei beiden
Antigenen die Werte fu¨r CD3+CD8+-T-Zellen mit 16,2% und 16,3% fast gleich. Allerdings
wurden nicht gleich viele Werte in die Berechnung des Mittelwertes miteinbezogen (Lysat:
n = 9; pp65: n = 7).
3.6.4 NK-Zellen
Abbildung 3.17: Verteilung der NK-Zellen nach Stimulation mit pp65 oder Lysat vor und nach Aufrei-
nigung bezogen auf alle lebenden Zellen (links), auf lebende, IFN-γ-positive Zellen (mitte) und lebende,
IFN-γ-negative Zellen (rechts); der schwarze Balken gibt den Mittelwert aus allen auswertbaren Pro-
ben an; neg. K. = unstimulierte Kontrollen; Lysat / pp65 v. A. = Lysat bzw. pp65 stimulierte Ansa¨tze vor
Aufreinigung; Lysat / pp65 n. 2S. = Lysat bzw. pp65 stimulierte Ansa¨tze nach Aufreinigung u¨ber 2 Sa¨ulen
Bei den NK-Zell-Anteilen zeigten sich in Abha¨ngigkeit des verwendeten Antigens deutli-
che Unterschiede nach Aufreinigung (siehe Abb. 3.17), besonders in der lebenden IFN-γ-
positiven Population (mitte): Wa¨hrend nach Stimulation mit CMV-Lysat im Mittel 0,9%
NK-Zellen vorhanden waren, wurden in den pp65-stimulierten Ansa¨tzen im Mittel 5,4%
NK-Zellen gefunden. Besonders deutlich ist der Unterschied bei den Proben 2 (gru¨nes
Quadrat) und 4 (blauer Kreis), bei denen die Werte beim pp65 weit u¨ber dem Mittelwert
liegen, bei Lysat hingegen darunter.
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3.6.5 B-Zellen
Abbildung 3.18: Verteilung der B-Zellen nach Stimulation mit pp65 oder Lysat vor und nach Aufrei-
nigung bezogen auf alle lebenden Zellen (links), auf lebende, IFN-γ-positive Zellen (mitte) und lebende,
IFN-γ-negative Zellen (rechts); der schwarze Balken gibt den Mittelwert aus allen auswertbaren Pro-
ben an; neg. K. = unstimulierte Kontrollen; Lysat / pp65 v. A. = Lysat bzw. pp65 stimulierte Ansa¨tze vor
Aufreinigung; Lysat / pp65 n. 2S. = Lysat bzw. pp65 stimulierte Ansa¨tze nach Aufreinigung u¨ber 2 Sa¨ulen
Die Abbildung 3.18, S. 177 zeigt die einzelnen Werte aus der Bestimmung der
CD19+CD20+-B-Zellen bezogen auf alle lebenden Zellen (links), auf lebende, IFN-γ-
positive Zellen (mitte) und lebende, IFN-γ-negative Zellen. Bei den Anteilen an leben-
den Zellen (links) wurden vor Aufreinigung a¨hnliche Werte gemessen, die maximale Ab-
weichung der Mittelwerte betrug 0,5%. Nach Anreicherung wurden im pp65-stimulierten
Ansatz deutlich mehr B-Zellen gemessen, betrachtet man die IFN-γ-positive Population
(mitte), so zeigte sich eine spezifische Anreicherung IFN-γ-positiver B-Zellen (19,5% ge-
gen 2,7% beim Lysat stimulierten Ansatz). Im IFN-γ-negativen Anteil (rechts) bleiben
die Werte auch nach Aufreinigung fu¨r beide Antigene a¨hnlich (8,4% und 8,1%).
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3.6.6 CD14-positive Zellen
Abbildung 3.19: Verteilung der CD14+-Zellen nach Stimulation mit pp65 oder Lysat vor und nach
Aufreinigung bezogen auf alle lebenden Zellen (links), auf lebende, IFN-γ-positive Zellen (mitte) und
lebende, IFN-γ-negative Zellen (rechts); der schwarze Balken gibt den Mittelwert aus allen auswertbaren
Proben an; neg. K. = unstimulierte Kontrollen; Lysat / pp65 v. A. = Lysat bzw. pp65 stimulierte Ansa¨tze
vor Aufreinigung; Lysat / pp65 n. 2S. = Lysat bzw. pp65 stimulierte Ansa¨tze nach Aufreinigung u¨ber 2
Sa¨ulen
Die Verteilung der CD14+-Zellen ist in Abb. 3.19 dargestellt. Die Mittelwerte vor Auf-
reinigung schwankten um maximal 4,6%, es wurden 14,7% CD14+-Zellen bezogen auf die
lebenden Zellen in der Negativkontrolle, 19,3% im Lysat stimulierten Ansatz und 18,3%
im pp65 stimulierten Ansatz gemessen. Nach Anreicherung befanden sich in der IFN-γ-
positiven Population beim Lysat mehr CD14+-Zellen (mittleres Bild, 8,7%) als beim mit
pp65 stimulierten Ansatz (5,9%).
3.6.7 Vergleich der Werte fu¨r IFN-γ-produzierende Zellen bei
Sekretionstest und intrazellula¨rer Fa¨rbung
Beim Vergleich der Werte fu¨r die IFN-γ-produzierenden Zellen bei der Fa¨rbung auf
CD3/CD4/CD8 bei Sekretionstest und intrazellula¨rer Fa¨rbung wurden nur die Proben
einbezogen, fu¨r die spezifische Werte aus beiden Fa¨rbungen vorlagen (n = 4). Die Werte
beziehen sich auf alle gemessenen Ereignisse, da bei der intrazellula¨ren Fa¨rbung nicht
zwischen lebenden und toten Zellen unterschieden werden konnte. Nach Stimulation mit
Lysat wurden im Mittel 1,1% der Zellen beim Sekretionstest und 1,9% der Zellen bei der
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intrazellula¨ren Fa¨rbung als IFN-γ-positiv gemessen, nach Stimulation mit pp65 im Mit-
tel 0,8% beim Sekretionstest und 0,4% bei der intrazellula¨ren Fa¨rbung. Die Anzahl der
Proben ist zu klein, um verla¨ssliche Aussagen zu den Abweichungen zwischen den beiden
Messungen zu treffen.
3.6.8 Zusammensetzung der aufgereinigten Population
Population Pha¨notyp Mittelwert Wertebereich
Lysat pp65 Lysat pp65
tote Zellen 7-AAD gefa¨rbt 67,2% 64,3% 51,9% bis 85,8% 27,5% bis 90,7%
in lebenden Zellen:
IFN-γ- positive IFN-γ+ 57,9% 56,3% 24,1% bis 73,3% 21,8% bis 96,7%
CD4-T-Zellen CD3+CD4+ 38,6% 40,2% 11,2% bis 61,3% 30,0% bis 56,9%
CD8-T-Zellen CD3+CD8+ 9,4% 16,3% 2,8% bis 32,7% 5,9% bis 31,9%
NK-T CD3+CD56+ 1,9% 2,8% 0,8% bis 5,5% 0,5% bis 6,3%
NK-Zellen CD16+CD56+ 0,9% 5,1% 0,2% bis 1,7% 0,4% bis 15,7%
B-Zellen CD19+CD20+ 3,1% 8,1% 0,6% bis 5,1% 1,0% bis 19,8%
CD14-positive CD14+ 8,2% 9,6% 3,0% bis 13,8% 3,9% bis 15,8%
CD25-positive CD25+ 72,4% 83,6% 55,6% bis 90,1% 71,4% bis 90,4%
in der IFN-γ-positiven Population:
CD4-T-Zellen IFN-γ+CD3+CD4+ 58,0% 54,3% 16,5% bis 86,2% 22,5% bis 79,9%
CD8-T-Zellen IFN-γ+CD3+CD8+ 14,9% 19,0% 2,9% bis 60,3% 5,7% bis 32,5%
NK-T IFN-γ+CD3+CD56+ 2,1% 3,6% 0,8% bis 5,4% 1,1% bis 6,4%
NK-Zellen IFN-γ+CD16+CD56+ 0,5% 5,8% 0,1% bis 1,6% 0,8% bis 17,5%
B-Zellen IFN-γ+CD19+CD20+ 1,4% 10,3% 0,4% bis 3,6% 0,7% bis 36,0%
CD14-positive IFN-γ+CD14+ 7,4% 5,4% 2,7% bis 12,4% 2,2% bis 9,4%
CD25-positive IFN-γ+CD25+ 65,1% 89,2% 41,6% bis 90,8% 79,5% bis 97,0%
in der IFN-γ-negativen Population:
CD4-T-Zellen IFN-γ=CD3+CD4+ 12,4% 37,8% 8,0% bis 17,5% 18,2% bis 51,9%
CD8-T-Zellen IFN-γ=CD3+CD8+ 6,0% 14,9% 1,3% bis 15,6% 3,0% bis 30,6%
NK-T IFN-γ=CD3+CD56+ 1,5% 1,6% 0,2% bis 5,6% 0,1% bis 3,6%
NK-Zellen IFN-γ=CD16+CD56+ 1,6% 5,0% 0,3% bis 4,1% 0,3% bis 12,2%
B-Zellen IFN-γ=CD19+CD20+ 5,8% 7,2% 0,9% bis 11,6% 2,7% bis 12,2%
CD14-positive IFN-γ=CD14+ 9,8% 16,5% 2,7% bis 24,0% 5,0% bis 27,7%
CD25-positive IFN-γ=CD25+ 81,1% 79,6% 59,4% bis 89,2% 51,0% bis 98,2%
Tabelle 3.37: Zusammensetzung der aufgereinigten Population: Mittelwerte aus den 5 Proben, die
fu¨r beide Antigene auswertbar waren, bezogen auf alle lebenden Zellen (oben), auf die lebenden IFN-
γ-positiven Zellen (mitte) und auf lebende, IFN-γ-negative Zellen (unten); neben der Population (ganz
links) sind die zur Charakterisierung verwendeten Merkmale (Oberfla¨chenmarker, Zytokinproduktion)
angegeben; 7-AAD = lebend-tot Farbstoff
Nachdem fu¨r die T-Zellen einzelne Proben im Detail sowie fu¨r die T-Zellen, NK-Zellen, B-
Zellen und CD14+-Zellen Werte aller auswertbaren Proben im U¨berblick gezeigt wurden,
werden nun fu¨r die Zusammensetzung der aufgereinigten Population nur die Proben mit
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einbezogen, bei denen fu¨r beide Antigene Werte vorhanden waren (Probe 1, 2, 3, 4 und 7),
und die auch eine spezifische Aktivierung aufwiesen; d.h˙. Probe 10 wird nicht einbezogen,
dort lag der Anteil der IFN-γ-positiven Zellen nach Abzug der Hintergrundaktivierung
unter 0% nach Stimulation mit Lysat und bei 0,08% nach Stimulation mit pp65. In der
Tabelle 3.37, S. 179 sind die Mittelwerte sowie der Wertebereich fu¨r die verschiedenen
Zellpopulationen angegeben.
Stimulationswirkung und Anreicherungsgrad waren bei beiden Antigenen im Mittel
a¨hnlich, es wurden 57,9% (Lysat) und 56,3% (pp65) IFN-γ-positive Zellen in den Eluaten
gemessen. Auch der Anteil an toten Zellen war mit 67,2% (Lysat) und 64,3% (pp65)
vergleichbar. Den gro¨ßten Anteil am Eluat nahmen bei beiden Antigenen die T-Zellen ein,
dabei waren bezogen auf die IFN-γ-positive Population beim pp65 stimulierten Ansatz
mit 54,3% weniger CD3+CD4+- aber mit 19,0% mehr CD3+CD8+-T-Zellen enthalten
als nach Stimulation mit Lysat, wo 58,0% CD3+CD4+- und 14,9% CD3+CD8+-T-Zellen
gemessen wurden. Anders verhielt es sich bei den u¨brigen betrachteten Zellpopulationen,
hier zeigten sich in Abha¨ngigkeit vom verwendeten Antigen deutliche Unterschiede. Die
Abbildungen 3.20 und 3.21 visualisieren die Verteilung der Zellpopulationen.
Abbildung 3.20: Zellpopulationen im Eluat: Mittelwerte aus den 5 Proben, die fu¨r beide Antigene aus-
wertbar waren. Auf der Y-Achse sind die Anteile an den lebenden Zellen angegeben bzw. fu¨r die toten
Zellen der Anteil an allen gemessenen Ereignissen; auf der X-Achse sind die verschiedenen Zellpopu-
lationen aufgetragen: tote Zellen (dunkelgrau), IFN-γ-sezernierende Zellen (rot), CD3+CD4+-T-Zellen
(hellgru¨n), CD3+CD8+-T-Zellen (dunkelgru¨n), NK-Zellen (lila), NK-T-Zellen (flieder), B-Zellen (blau),
CD14+-Zellen (hellgrau) und CD14+-Zellen (orange). Der linke Graph zeigt die Werte nach Stimulation
mit CMV-Lysat, der rechte nach Stimulation mit pp65.
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Die Fa¨rbung auf CD25 zeigte, dass beim pp65-stimulierten Ansatz mehr aktivierte Zellen
in der IFN-γ-positiven Population enthalten waren. CD25 (niedrig-affiner IL-2-Rezeptor,
α-Kette) ist ein 55 kDa Glykoprotein, das auf aktivierten T- und B-Zellen sowie Monozy-
ten / Makrophagen exprimiert wird, außerdem findet es sich auf (nicht aktivierten) regu-
latorischen CD4+-T-Zellen. Dieses Ergebnis passt zu den ho¨heren Anteilen an B-Zellen in
den pp65 stimulierten Ansa¨tzen.
Im Vergleich zum mit CMV-Lysat stimulierten Ansatz sind im pp65-stimulierten Ansatz
mit 5,1% deutlich mehr NK-Zellen enthalten, auch der Anteil an NK-T-Zellen war ho¨her
(vgl. Abb. 3.20). Auch der B-Zell-Anteil lag mit 8,1% im Vergleich zu 3,1% beim Ansatz
mit pp65 ho¨her. Noch deutlicher werden die Unterschiede, wenn man die IFN-γ-positiven
Populationen (vgl. Abb. 3.21) betrachtet.
Abbildung 3.21: Zellpopulationen in der IFN-γ-positiven Fraktion im Eluat: Mittelwerte aus den 5
Proben, die fu¨r beide Antigene auswertbar waren. Die Teilstu¨cke repra¨sentieren die CD3+CD4+-T-Zellen
(hellgru¨n), CD3+CD8+-T-Zellen (dunkelgru¨n), NK-Zellen (lila), NK-T-Zellen (flieder), B-Zellen (blau),
CD14+-Zellen (hellgrau) und CD14+-Zellen (orange). Links Werte nach Stimulation mit CMV-Lysat,
rechts nach Stimulation mit pp65. Die weißen Bereiche zeigen die Differenz zu 100% bei Addition der
Anteile aller gemessene Zellpopulationen.
Bei pp65-stimulierten Ansa¨tzen waren in der IFN-γ-positiven Population nach Aufreini-
gung u¨ber 2 Sa¨ulen mit 5,4% weniger CD14+-Zellen enthalten als bei CMV-Lysat stimu-
lierten Ansa¨tzen mit 7,4%. Dies kann ein Grund sein, warum bei den Vorversuchen ein
ho¨herer CD4+-Anteil in den CMV-Lysat stimulierten Ansa¨tzen gefunden wurde. Auffa¨llig
ist auch, dass beim Lysat mehr der IFN-γ-positiven Population undefiniert blieb (weiße
Bereiche), wa¨hrend beim pp65 (rechtes Diagramm) nur 1,6% undefiniert waren, wenn man
alle Mittelwerte addiert.
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Große Unterschiede zeigten sich im Gehalt an NK-, NK-T- und B-Zellen. Mit 8,1% im
Vergleich zu 3,1% beim Lysat waren beim Ansatz mit pp65 mehr als doppelt soviele B-
Zellen (blau) enthalten, der Anteil an NK-Zellen (lila) war mit 5,1% zu 0,9% mehr als
fu¨nfmal so hoch. Mit 1,9% beim Lysat und 2,8% beim pp65 wurden auch viele NK-T-Zellen
gefunden. Insgesamt konnte die Zusammensetzung des Eluates gut charakterisiert werden.
Allerdings wurden keine guten Anreicherungen von IFN-γ-positiven Zellen erreicht (im
Mittel nur etwas u¨ber 55%).
3.7 Klonierung und Expression viraler Proteine des CMV
in einem Baculovirussystem
3.7.1 Vorstellung der ausgewa¨hlten immunogenen CMV-Proteine
Anhand der Publikation von Sylwester et al. [41] wurden 8 immunogene Proteine bzw.
die zugeho¨rigen ORFs ausgewa¨hlt:
(1) ul36 kodiert fu¨r Transaktivatoren, die die zellula¨re und virale Transkription hochre-
gulieren [68]. Es geho¨rt zu den immediate early-Genen.
(2) ul48 kodiert fu¨r ein 230 kDa Tegumentprotein. Es interagiert mit p180, einem humanen
integralen Membranprotein im ER, diese Interaktion ko¨nnte eine Rolle beim Transport
des Virus in der Zelle und beim Zusammenbau der Viruspartikel spielen [69].
(3) Das Genprodukt von ul55 ist gB (Glykoprotein B), es wird spa¨t im Infektionszyklus
exprimiert. Als Modell zur Herstellung oral verabreichter Vakzine wurde UL55 in Pflan-
zensamen exprimiert [70]. Es spielt eine Rolle bei der Adha¨sion an und dem Eindringen
in die Zelle, desweiteren wird gB in HCMV-permissiven Zellen ins Trans-Golgi-Netzwerk
transportiert, wo die Umhu¨llung des Virus stattfinden ko¨nnte [71].
(4) Im ORF von ul83 wird pp65, das 65 kDa Phospho-Protein, kodiert, welches einen
Großteil des Teguments ausmacht. pp65 gilt als das Hauptantigen des CMV, anhand des
pp65-Gehaltes wird die Schwere einer CMV-Infektion gemessen. Kein anderes Protein
des CMV ist hinsichtlich der Immunogenita¨t so gut charakterisiert wie pp65. Fu¨r die
verbreitetsten HLA-Typen sind an sie bindende Epitope aus dem pp65 bestimmt worden.
Bei in vitro Stimulation fu¨hrt es zu guten CD4+- und CD8+-T-Zell-Antworten, was durch
die Kreuzpra¨sentation des Antigens ausgelo¨st wird. In vivo und bei Versuchen mit aktivem
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Virus muss die Immunantwort allerdings fru¨h im Replikationszyklus ausgelo¨st werden,
sonst unterdru¨ckt das CMV die Immunanwort [72].
(5) ul86 kodiert fu¨r das major capsid protein. Es lo¨st vor allem gute CD4+-T-Zell-
Antworten aus [73].
(6) Das Produkt von ul94 ist ein echtes late (spa¨tes / spa¨t exprimiertes) Gen - erkennbar
daran, das sein Produkt bei Inhibition der DNA-Replikation nicht detektiert werden kann
- und kodiert fu¨r ein 36 kDa Protein [74]. Patienten mit systemischer Sklerose haben einen
erho¨hten Serumspiegel an UL94-spezifischem IgG [75].
(7) und (8) Die ORF ul122 und ul123 kodieren fu¨r die immediaty early Proteine IE-1
(UL123; 68 kDa) und IE-2 (UL122; 80 kDa), wobei die beiden Produkte durch unterschied-
liches Spleißen entstehen. Gegen das 68 kDa IE-1 sind in seropositiven Personen a¨hnlich
hohe Mengen an CD8+-T-Zellen vorhanden, wie gegen UL83 [76]. Es scheint auch 2 wei-
tere, schwerere Proteine (91 und 102 kDa) zu geben, die von den ORFs UL122 und UL123
kodiert werden [77]. Hier wurden die beiden ORF ul122 und ul123 einzeln exprimiert.
3.7.2 Isolation viraler Gene mittels PCR
3.7.2.1 Ausgangsmaterial
Als Ausgangsmaterial wurde von der AG Messerle, Institut fu¨r Virologie, MHH freundli-
cherweise ein ku¨nstliches CMV-Genom (BAC; engl. bacterial artificial chromosom) vom
Stamm AD169 zur Verfu¨gung gestellt [78], [79]. Bei dem verwendeten Konstrukt pHG-1
fehlten die ORF us2 bis us6 und ul1 bis ul10.
3.7.2.2 Kontrolle der PCR-Produkte
Die Beurteilung, ob die gesuchte DNA amplifiziert wurde, erfolgt zuna¨chst u¨ber die
Fragmentgro¨ße in einem Agarosegel. Die erwarteten Fragmentgro¨ßen sind in Tabelle 3.38
zusammengefasst.
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Erwartete Fragmentgro¨ßen
Gen Gro¨ße
UL36 1,4 kbp
UL48 6 kbp
UL55 2,8 kbp
UL83 1,7 kbp
UL86 4 kbp
UL94 1 kbp
UL122 1,2 kbp
UL123 1,4 kbp
Tabelle 3.38: Liste der erwarteten Banden fu¨r die CMV-cDNAs
Mit Hilfe der sequenzspezifischen Primer (vgl. 2.10.2.2.3, S. 103) konnten fu¨r alle gesuch-
ten DNAs Nucleinsa¨urefragmente in der passenden Gro¨ße amplifiziert werden. Bei UL86
und UL48 gelang dies allerdings erst mit der Phusion-Polmerase. Abbildung 3.22 zeigt
das Ergebnis einer PCR mit Pfx -Polymerase und 5µl der 1. PCR als Ausgangsmaterial.
Abbildung 3.22: Kontrolle der PCR-Produkte nach 2. PCR-Schritt mit Pfx in pra¨parativem 1% Aga-
rosegel; Beladung der Spuren wie folgt: (1) 1 kbp-Leiter, (2) 20 ng 200 / 500 /1000 bp Fragment, (3) 50 ng
200 / 500 /1000 bp Fragment, (4) UL36, (5) UL48 (nicht vorhanden), (6) UL55, (7) UL83, (8) UL86, (9)
UL94, (10) UL122, (11) UL123 und (12) 100 bp-Leiter; erwartete Gro¨ßen siehe Tab. 3.38, S. 184
Die passenden Banden wurden ausgeschnitten und mittels Gelelution aufgereinigt, das
Elutionsvolumen war 50µl. Die aufgereinigten Nucleinsa¨uren wurden photometrisch
quantifiziert. Es wurden folgende Mengen gewonnen:
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Fragment Konzentration
UL36 36,5 ng / µl
UL48* 40,0 ng / µl
UL55 39,7 ng / µl
UL83 26,4 ng / µl
UL86* 67,0 ng / µl
UL94 63,0 ng / µl
UL122 17,3 ng / µl
UL123 30,0 ng / µl
*mit Phusion-Polymerase zu einem spa¨teren Zeitpunkt, alle u¨brigen mit Pfx
Die gewonnenen DNAs von UL36 (1 Intron) und UL123 (2 Introns) wurden in einen wei-
teren PCR-Schritt zur Heraustrennung der Introns bzw. zur Amplifikation der einzelnen
Exons eingesetzt, die anderen (UL55, UL83, UL94, UL122) wurden nochmals hochampli-
fiziert. Da fu¨r eine Restriktionsspaltung und direkte Klonierung in den Vektor pENTR1a
auch danach nicht genu¨gend Material gewonnen worden war, wurde in pCRblunt zwi-
schenkloniert (siehe 3.7.3, S. 186).
3.7.2.3 Gelisolation der cDNAs
Abbildung 3.23: 1% Gel zur Kontrolle der Fragmente nach Gelelution; (1) 1 kbp-Leiter, (2) 20 ng
200 / 500 /1000 bp Fragment, (3) 50 ng 200 / 500 /1000 bp Fragment, (4) 100 ng 200 / 500 /1000 bp Frag-
ment, (5) UL36-1 (nicht in Ordnung), (6) UL-36-2, (7) UL55, (8) UL83, (9) UL94, (10) UL122, (11)
UL123-1, (12) UL123-2, (13) UL123-3, (14) 100 bp-Leiter; 5 µl Eluat pro Spur
Die Abb. 3.23 zeigt das Ergebnis der Gelelution zur Isolierung der Fragmente fu¨r die
Klonierung in pCRblunt. Alle Banden hatten die erwartete Gro¨ße. Die PCR fu¨r UL36-1
wurde wiederholt, da statt einer scharfen Bande bei 220 bp eine breite, unscharfe Bande
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sichtbar war, ein Pha¨nomen, das fu¨r eine Degradation der DNA spricht. Es wurden
folgende Mengen von den jeweiligen Fragmenten gewonnen:
Fragment Konzentration OD 260 / 280 nm
UL36-2 42,2 ng / µl 1,65
UL55 18,9 ng /µl 1,48
UL83 29,2 ng /µl 1,51
UL94 71,6 ng /µl 1,67
UL122 49,3 ng /µl 1,65
UL123 38,1 ng /µl 1,49
UL123 65,3 ng /µl 1,60
UL123 105,1 ng /µl 1,66
3.7.3 Klonierung in den Vektor pCRblunt und Sequenzierung
3.7.3.1 Ligation, Transformation und Auswahl positiver Klone
Fu¨r die Ligation in den Vektor pCRblunt wurden ca. 100 ng der cDNAs eingesetzt. Fu¨r
UL36-1, UL48 und UL86 wurden 5µl PCR-Produkt ligiert. Jeweils 5µl der Ligationsan-
sa¨tze wurden in chemisch kompetente E. coli Top10F transformiert und auf selektiven
Platten ausgestrichen. Am na¨chsten Tag wurden von jeder Platte mindestens 4 Klone in
3 ml LB-Medium u¨berimpft und eine Plasmidisolation durchgefu¨hrt. Die Einklonierung
der CMV-cDNA-Fragmente wurde mittels PCR (mit M13-Primern) u¨berpru¨ft. Danach
wurden die korrekten Plasmide neu transformiert und Plasmid fu¨r die Restriktionsspal-
tung und fu¨r Sequenzierung der Inserts isoliert.
Abb. 3.24 zeigt die erfolgreich klonierten und isolierten pCRblunt-Konstrukte. Alle Plas-
mide hatten die erwartete Gro¨ße und waren in ausreichender Menge und hoher Reinheit
vorhanden, die OD 260 nm / 280 nm lag bei allen Proben zwischen 1,8 und 1,9. Im Folgen-
den sind die Konzentrationen der einzelnen Plasmide aufgelistet:
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pCRblunt mit cDNA Konzentration OD 260 / 280 nm
UL36-1 438 ng /µl 1,82
UL36-2 441 ng /µl 1,82
UL48* 152 ng /µl 1,88
UL55 409 ng /µl 1,84
UL83 488 ng /µl 1,83
UL86* 364 ng /µl 1,87
UL94 234 ng /µl 1,81
UL122 460 ng /µl 1,85
UL123-1 396 ng /µl 1,82
UL123-2 270 ng /µl 1,84
UL123-3 326 ng /µl 1,84
*zu einem spa¨teren Zeitpunkt kloniert
Abbildung 3.24: 0,8% Kontrollgel der pCRblunt-CMV-cDNA-Konstrukte; (1) 1 kbp-Leiter, (2) UL36-1,
(3) UL-36-2, (4) UL55, (5) UL83, (6) UL94, (7) UL122, (8) UL123-1, (9) UL123-2, (10) UL123-3; 5 µl
Eluat pro Spur
3.7.3.2 Sequenzierung der intergrierten cDNAs
Nachdem die Sequenzierung der Konstrukte im Vektor pENTR1a (vgl. 3.7.4) erfolglos
war, wurden die pCRblunt Plasmide zur Sequenzierung geschickt, dabei wurden die die
MCS flankierenden M13-Primer genutzt. Fu¨r gro¨ßere Fragmente wurden weitere Primer
innerhalb der cDNA erstellt (vgl. 2.10.3.2.5, S. 108), die erhaltenen Sequenzen u¨berlappten
um ca. 100 bp. Die Sequenzierungsergebnisse wurden mit den bekannten Sequenzen des
Vektors, der Primer und der CMV-cDNA unter Verwendung des Programms ClustalW
verglichen.
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CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment
UL36cDNA+Primer --------------------------------------------------ATCCGGTACC 10
UL36-1Seq_FP GATGCATGCTNGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCAGGATCCGGTACC 60
**********
UL36cDNA+Primer ATGAAAACCTGTACTTCCAAGGCATGGACGACCTACGGGACACGCTGATGGCCTACGGCT 70
UL36-1Seq_FP ATGAAAACCTGTACTTCCA-----TGGACGACCTACGGGACACGCTGATGGCCTACGGCT 115
******************* ************************************
Abbildung 3.25: Sequenzierungsergebnis von UL36-1 (Ausschnitt): Die Sequenzierung zeigte eine De-
letion von 5 Basen
Bei UL48 entsprach der einklonierte Bereich nicht der gesuchten CMV-DNA, obwohl die
Gro¨ße des einklonierten Framentes passte. Bei UL36 gab es eine Deletion von 5 Basen
(vgl. Abb. 3.25), die zu einem frame shift (Leserasterverschiebung) fu¨hrte, damit war
dieses Konstrukt unbrauchbar.
Insgesamt konnten fu¨r UL55, UL83, UL86, UL94, UL122 und UL123 erfolgreich cDNAs
in den Vektor pCRblunt einkloniert werden. Die Sequenzierungen decken fu¨r einen Strang
die gesamte La¨nge der jeweiligen Konstrukte (cDNA, TEV-Schnittstelle, RE-Schnittstelle)
ab, es wurden keine Abweichungen zu den Referenzsequenzen gefunden.
3.7.4 Restriktionsspaltung und Klonierung in den Vektor pENTR1a
3.7.4.1 Restriktionsspaltung
Der Vektor pENTR1a und die Konstrukte in pCRblunt wurden mit den entsprechenden
RE-Kombinationen gespalten (vgl. 2.10.4.3.3, S. 113). Anschließend wurden die entstan-
denen Fragmente in einem Agarosegel aufgetrennt, die zur gesuchten Fragmentgro¨ße
korrespondierenden Banden ausgeschnitten und mittels Gelelution aufgereinigt. Abb.
3.26 zeigt das pra¨parative 1% Gel vor und nach Ausschneiden der Banden. Fu¨r die
Fragmente UL36-1 und UL123-1 sowie UL123-2 wurde ein 2% Gel verwendet. Die Gele zu
UL48 und UL86 werden nicht gezeigt, obwohl hier Banden mit korrekter Gro¨ße gewonnen
wurden. Die spa¨tere Sequenzierung zeigte jedoch, das es sich bei UL48 nicht um die
gesuchte CMV-DNA handelte (siehe 3.7.3.2, S. 187). UL86 konnte nicht erfolgreich in den
Expressionvektor rekombiniert werden (siehe 3.7.5, S. 190).
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Abbildung 3.26: Pra¨paratives 1% Gel nach RE-Spaltung, links vor und rechts nach Ausschneiden
der Banden; (1) 1 kpb-Leiter, (2) pENTR1a, RE-Kombination 1, (3) pENTR1a, RE-Kombination 2, (4)
UL36-2, (5) UL55, (6) UL83, (7) UL94, (8) UL122, (9) UL123-3, (10) 100 bp-Leiter; 50 µl RE-Spaltung
pro Spur
Der Vektor pENTR1a ist ca. 2,7 kbp groß, der Vektor pCRblunt 3,5 kbp. Der Vektor
pENTR1a wurde mit RE-Kombination 2 unvollsta¨ndig gespalten, jedoch linearisiert, eine
zusa¨tzliche Bande bei ca. 2,7 kbp (Spur 3) ist sichtbar. Nach dem Ausschneiden der CMV-
cDNAs ergaben sich bei allen Ansa¨tzen zum linearisierten Vektor pCRblunt passende
Banden zwischen 3 und 4 kbp. Die ausgeschnittenen und u¨ber Gelelution aufgereinigten
Fragmente hatten eine Konzentration von 17 bis 37 ng pro Mikroliter.
3.7.4.2 Ligation, Transformation und Auswahl positiver Klone
Fu¨r die Ligation wurden jeweils 6µl cDNA und 3µl Vektor eingesetzt. 10µl dieser
Ligationsansa¨tze wurde in chemisch kompetente Zellen transformiert. Nach Anzucht auf
selektiven Platten wurden mit positiven Klonen Schu¨ttelkulturen zur Plasmidgewinnung
angeimpft. Die isolierten Plasmide wurden durch PCR mit den CMV-sequenzspezifischen
Primern auf das korrekte Insert hin u¨berpru¨ft, es wurden je 100 ng Plasmid eingesetzt
(PCR-Bedingungen wie unter 2.10.2.3.2, S. 106). Das Ergebnis der PCR auf wurde auf
einem Agarosegel u¨berpru¨ft (siehe Abb. 3.27).
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Abbildung 3.27: Qualitatives 1% Gel zur Kontrolle der PCR auf pENTR1a-Konstrukte; (1) 1 kpb-
Leiter, (2) UL36, (3) UL48, (4) UL55, (5) UL83, (6) UL86, (7) UL94, (8) UL122, (9) UL123-3, (10)
100 bp-Leiter; 5 µl PCR-Produkt pro Spur
Alle erhaltenen Fragmente hatten die Gro¨ße der gesuchten cDNAs (vgl. Tab. 3.38). Mit
den durch Sequenzierung (vgl. 3.7.3.2, S. 187) als korrekt besta¨tigten Konstrukten wurde
weiter gearbeitet, die Neuklonierung der anderen wurde aus Zeitgru¨nden zuru¨ckgestellt.
3.7.5 Rekombination in den Vektor pDest20 und Transformation in
E. coli DH10Bac
Die DNA zu UL55, UL83, UL94, UL122 und UL123 wurde aus pENTR1a in pDest20
rekombiniert, es wurden jeweils etwa 200 ng Vektor eingesetzt. Der gesamte Rekombi-
nationsansatz wurde in chemisch kompetente E. coli DH10Bac transformiert. Positive
Klone wurden durch Anzucht auf Platten mit IPTG und X-Gal (Blau-Weiß-Selektion;
vgl. 2.10.6.1, S. 115) identifiziert.
Zur Kontrolle wurden mindestens 5 weiße Kolonien auf einer neue Platte ausgestrichen.
Die Platten wurden zur Verdeutlichung einer mo¨glichen Blaufa¨rbung 2 h im Ku¨hlschrank
inkubiert. Von jedem Klon wurde außerdem ein Kontrollausstrich auf einer Agarplatte mit
Chloramphenicol (Chl) gemacht, bei erfolgreicher Rekombination geht die Chl-Resistenz
verloren. Außer fu¨r UL86 (nach la¨ngerer Zeit Blaufa¨rbung, 3 von 5 wachsen auf Chl-
Platten) wurden fu¨r alle Konstrukte mindestens 3 korrekte Klone erhalten.
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3.7.6 Herstellung und Aufreinigung von Bacmiden fu¨r die
Transfektion
Die im Bacmid enthaltenen cDNAs wurden nochmals mit PCR u¨berpru¨ft, dazu wurde
das Bacmid 1 : 100 verdu¨nnt und in eine PCR mit sequenzspezifischen Primern eingesetzt.
Abb.3.28 zeigt das Kontrollgel zur PCR.
Abbildung 3.28: Kontrolle der Bacmide mit PCR; (1) 1 kbp-Leiter, (2) UL55, (3) UL83, (4) UL94,
(5) UL122, (6) UL123, (7) 100 bp-Leiter; es wurden jeweils 2 µl 1 : 100 verdu¨nntes Bacmid in die PCR
eingesetzt; pro Spur wurden 5 µl PCR-Produkt aufgetragen; gesuchte Fragmentgro¨ßen siehe 3.38, S. 184
Fu¨r die Transfektion wurden die Bacmide frisch angeimpft und isoliert. Reinheit und
Konzentration wurden photometrisch abgescha¨tzt, dabei ergaben sich folgende Werte:
pCRblunt mit cDNA Konzentration OD 260 / 280 nm
Bacmid mit UL55 2327 ng /µl 1,94
Bacmid mit UL83 3542 ng /µl 1,99
Bacmid mit UL94 2468 ng /µl 2,01
Bacmid mit UL122 2736 ng /µl 1,98
Bacmid mit UL123 2226 ng /µl 2,02
vorhandenes Gesamtvolumen: je 50µl
Die Ausbeute an Bacmid war bei allen Ansa¨tzen ausreichend (fu¨r die Transfektion wird
pro Ansatz ca. 1µg beno¨tigt).
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3.7.7 Herstellung von Virusu¨bersta¨nden fu¨r die Infektion
3.7.7.1 Transfektion
Es wurden jeweils ca. 1µg Bacmid mit 2µl und 5µl Cellfectin komplexiert und Sf9 damit
transduziert. Nach 48 h waren deutliche Anzeichen einer Infektion an den Zellen erkennbar,
die Zellgro¨ße vera¨nderte sich, es tauchten stark granula¨re Zellen auf. Nach 72 h waren
deutliche Unterbrechungen im Zellrasen sichtbar, viele Zellen lo¨sten sich ab. In diesem
Stadium wurde der erste Virusu¨berstand geerntet.
3.7.7.2 Expressionstest
Abbildung 3.29: Kontrollgele nach Expressionstest mit den Virusu¨bersta¨nden aus der Transfektion; von
links nach rechts: L = Leiter, K = Kontrolle: uninfizierte Sf9, UL55, UL83, UL94, UL122, UL123; pro Spur
wurden 10 µl der Proben aufgetragen; die Position der Expressionbanden wird durch die blauen Pfeile
gekennzeichnet
Fu¨r den Expressiontest wurden wie unter 2.10.8.3.2, S. 122 beschrieben Zellen vorbereitet
und mit den verschiedenen Virusu¨bersta¨nden getestet. Nach 48 h wurden die Zellen lysiert
und mit PAGE analysiert. Die erwarteten Gro¨ßen waren, ausgehend von der La¨nge der
cDNAs, ohne Beru¨cksichtigung von Modifikationen der Proteine und unter Addition der
GST fu¨r UL55 ca. 130 kDa, fu¨r UL83 ca. 100 kDa, fu¨r UL94 ca. 65 kDa, fu¨r UL122 ca.
70 kDa und fu¨r UL123 ca. 82 kDa. Im Vergleich mit uninfizierten Sf9 konnten bei UL83
und UL122 Expressionbanden nachgewiesen werden. Abb. 3.29 zeigt das Ergebnis der
PAGE.
Neben den Extrabanden in den Spuren mit UL83 und UL122 waren außer bei der Nega-
tivkontrolle etwas u¨ber 25 kDa zusa¨tzliche Banden in allen Gelen erkennbar. Außer UL83
192
3.7. Klonierung und Expression viraler Proteine des CMV in einem Baculovirussystem
und UL122 wurde in allen infizierten Ansa¨tzen auch das 28 kDa große GST exprimiert,
die entsprechenden Banden waren im Gel sichtbar. Die unterschiedlichen Transfektions-
und Kulturbedingungen ergaben keine sichtbaren Unterschiede fu¨r die Expression.
3.7.7.3 Herstellung von gro¨ßeren Virusu¨berstandvolumina
Um eine gro¨ßere Ausgangsmenge an Virusu¨berstand zur Verfu¨gung zu haben, wurde zu-
na¨chst eine Transfektion in gro¨ßerem Maßstab durchgefu¨hrt, dabei wurden 8Ö 106 Sf9
mit Komplexierungsansa¨tzen aus 15µl DNA und 40µl Cellfectin in 75 cm2 Flaschen trans-
duziert. Nach 72 h wurden bei deutlichen morphologischen Anzeichen von Infektion und
Zelllyse jeweils 10 ml Virusu¨berstand geerntet. Ausgehend von diesen U¨bersta¨nden wurden
nach und nach gro¨ßere Volumina infiziert, bis ca. 25 ml Virusu¨berstand vorhanden waren.
Mit diesen U¨bersta¨nden wurde ein Expressiontest durchgefu¨hrt, um abzuscha¨tzen, ob ge-
nu¨gend Virus zur Infektion der 200 ml Suspensionkulturen enthalten war. Dabei zeigte
sich, dass bei einer Zelldichte von 1Ö 106 pro 1 ml 10% (v/v) Virusu¨berstand ausreichten,
um eine Expressionsbande bei UL83 und UL122 zu erhalten.
3.7.8 Proteinaufreinigung
Zuna¨chst wurde eine Aufreinigung der Proteine unter milden Bedingungen versucht, da
bei der spa¨teren Verwendung der Proteine zur Stimulation von PBMNCs die Zugabe von
Fremdsubstanzen mo¨glichst gering bleiben soll. Allerdings zeigte sich bei der Analyse der
Einzelfraktionen mittels PAGE, dass die Zielproteine nicht an die GST-Agarose gebunden
wurden, sondern mit den Zelltru¨mmern assoziiert blieben.
Aus Zeitgru¨nden konnte die Aufreinigung der Proteine im Rahmen dieser Arbeit nicht
mehr optimiert werden, wa¨re aber prinzipiell mit den vorhandenen Konstrukten mo¨g-
lich, wenn eine Anpassung des Aufreinigungsverfahrens an schwer lo¨sliche Proteine oder
inclusion bodies erfolgt.
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4 Diskussion
4.1 Quantifizierung CMV-erkennender T-Zellen mit
Tetrameren
4.1.1 Anwendbarkeit der Tetrameranalyse bei Patienten nach HSCT
Mit den derzeit verwendeten Tetrameren konnten 88,2% aller Patienten nach HSCT (engl.
hematopoietic stem cell transplantation) untersucht werden. Mit funktionellen Tests ko¨nn-
te das gesamte Patientenaufkommen abgedeckt werden, wenn das entsprechende Antigen
zur Verfu¨gung steht. Im Fall von CMV wu¨rde das den Einsatz von CMV-Lysat bedeuten,
denn pp65 fu¨hrt in Abha¨ngigkeit vom HLA-Typ nicht bei allen Personen zu einer Aktivie-
rung von virusspezifischen T-Zellen. Die Herstellung neuer rekombinanter MHC-Moleku¨le
ist also nur ein Teil des Problems, wenn eine noch gro¨ßere Abdeckung mit Tetrameren
erreicht werden soll. Es mu¨ssen zudem die passenden Epitope miteinbezogen werden.
4.1.2 U¨berwachung der CMV-spezifischen Immunrekonstitution
nach HSCT
4.1.2.1 Erweiterte U¨berwachung der Immunrekonstitution mit Tetrameren
Die Immunpha¨notypisierung der Patienten gibt nur wenig Aufschluss u¨ber die viruss-
pezifische Rekonstititon der Immunantwort. Hier kamen MHC-I-Peptid-Komplexe (Te-
tramere) mit CMV-Epitopen zum Einsatz, um engmaschig alle Patienten nach HSCT
auf die Entwicklung der virusspezifischen Immunita¨t zu untersuchen. Wie sich zeigte,
kann der Anteil an virusspezifischen T-Zellen sehr unterschiedlich sein. Die Frage, wie-
viele CMV-spezifische T-Zellen vorhanden sein mu¨ssen, um tatsa¨chlich Schutz vor einer
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Virusreaktivierung zu bieten, ist noch nicht restlos gekla¨rt. Patienten mit vielen T-Zellen
ko¨nnen trotzdem CMV reaktivieren und Patienten mit wenigen T-Zellen ko¨nnen erheb-
liche Mengen an CMV-bindenden T-Zellen aufweisen (vgl. 3.1.3.1, S. 137). Die Messung
pp65-positiver Leukozyten zeigt zwar eine CMV-Reaktivierung und ihre Schwere, aber
kombiniert man diese und die Tetramermessung sind genauere Aussagen mo¨glich. Zeigt
sich z. B. nach der Reaktivierung keine Expansion der Tetramer-bindenden T-Zellen, so
sind weitere Reaktivierungen wahrscheinlich. Fu¨r solche Patienten ko¨nnte dann fru¨hzeitig
z. B. ein adoptiver Transfer von CMV-T-Zellen geplant werden. Die im Rahmen dieser
Arbeit etablierte Bestimmung der CMV-bindenden T-Zellen ist reproduzierbar, schnell
und einfach durchfu¨hrbar (Ergebnisse wenige Stunden nach Blutentnahme), deckt einen
Großteil des Patientenaufkommens ab und kann somit – vor allem in Kombination mit
funktionellen Tests und durch Korrelation mit klinischen Daten – eine wertvolle Erga¨n-
zung zur u¨blichen U¨berwachung der Immunrekonstitution nach HSCT sein, die auch in
die Behandlung (Medikation, Intervall der pp65-Bestimmung etc.) miteinbezogen werden
kann.
4.1.2.1.1 Seropositive Patienten mit seropositiven Spendern
Die R+ / D+-Gruppe ist allgemein weniger durch rezidivierende CMV-Reaktivierungen
bedroht. 39% der Patienten in dieser Gruppe reaktivierten CMV, 4% reaktvierten zweimal.
Die Patienten waren entweder schon fru¨h nach Transplantation durch CMV-bindende
T-Zellen geschu¨tzt, oder entwickelten nach einer CMV-Reaktivierung wieder eine CMV-
spezifische Immunantwort.
Der vorgestellte Patient UPN1482 ist ein gutes Beispiel dafu¨r, dass die Beobachtung der
Immunrekonstitution durch Bestimmung der CD3-, CD4-, und CD8-positiven Zellen allein
im Hinblick auf die Rekonstitution der virusspezifischen Immunita¨t nicht aussagekra¨ftig
ist. Dabei kann keine Aussage u¨ber den Anteil der virusspezifischen Zellen an den T-Zellen
getroffen werden. Dieser Patient hatte nach Transplantation zuna¨chst nur wenige CMV-
bindende CD3+CD8+-T-Zellen, nachdem an Tag +40 eine CMV-Reaktivierung stattfand,
stieg die Anzahl der CMV-bindenden CD3+CD8+-T-Zellen stark an und diese konnten im
weiteren Verlauf zur Kontrolle des CMV beitragen. Zeitweise machten die CMV-bindenden
CD3+CD8+-T-Zellen dabei ein Viertel aller CD3+CD8+-T-Zellen des Patienten aus (Tag
+58, 25,1% CMV-bindende).
Allgemein zeigt sich in der R+ / D+-Gruppe eine fru¨he Rekonstitution der CMV-
bindenden Zellen. Die Proliferation der CMV-bindenden Zellen kann in Folge einer CMV-
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Reaktivierung stattfinden, aber auch ein fru¨her Schutz vor CMV ist mo¨glich. Patienten
dieser Gruppe, bei denen eine deutliche Proliferation der Zellen (mit oder ohne CMV-
Reaktivierung) nachgewiesen werden kann, bedu¨rfen eventuell weniger Vorsorge (z. B. pre-
emptive Behandlung mit Medikamenten, pp65-Nachweis) gegen CMV-Reaktivierungen.
4.1.2.1.2 Seropositive Patienten mit seronegativen Spendern
In der R+ / D=-Gruppe treten ha¨ufiger rezidivierende CMV-Reaktivierungen auf. Die
CMV-spezifische Immunantwort des Patienten wird im Zuge der Konditionierung zersto¨rt,
die transfundierten Spenderzellen sind mit dem Antigen noch nicht in Kontakt gekommen,
es muss erst eine neue Immunisierung der Spender-T-Zellen gegen CMV erfolgen. Diese in
vivo Immunisierung kann la¨ngere Zeit in Anspruch nehmen, so dass es meist zur Reaktivie-
rung von CMV kurz nach Transplantation kommt, auch rekurrente Reaktivierungen sind
mo¨glich. Dies zeigte sich auch in der hier vorgestellten Patientenkohorte: mehr als 60% (6
von 9) Patienten der R+ / D=-Gruppe reaktivierten CMV. Bei UPN1528 konnte die in vi-
vo Immunisierung beobachtet werden, sie dauerte bei diesem Patienten bis weit nach Tag
+100. Der Patient hatte 3 CMV-Reaktivierungen, erst an Tag +150 entwickelte sich eine
CMV-spezifische Immunantwort. Der vorhandene mismatch ko¨nnte die Entwicklung der
Immunantwort noch weiter verzo¨gert haben, die Immunsuppression nach HSCT im Sinne
der GvHD-Prophylaxe bzw. im Rahmen der Therapie einer GvHD spielt hier ebenso eine
Rolle – bei vorhandenem mismatch wird sta¨rker immunsupprimiert. Auch die Beendigung
der Immunsuppression hat einen Einfluss auf die Erho¨hung der CMV-spezifischen Immu-
nantwort – dies konnte nach dem adoptiven Transfer in UPN1238 beobachtet werden. Die
Chima¨rismusanalyse zeigte, dass UPN1528 100% Spenderanteil im peripheren Blut hatte,
somit sollten keine oder nur sehr wenige Empfa¨nger-T-Zellen vorhanden sein. Bei einigen
Patienten ko¨nnte man den Anstieg der CMV-bindenden T-Zellen auch auf verbliebene
Empfa¨ngerzellen zuru¨ckfu¨hren, welche die Konditionierung u¨berlebt haben [80], gerade
wenn sehr fru¨h nach HSCT CMV-bindende Zellen messbar sind. So hatte UPN1457 be-
reits an Tag +43 59 CMV-bindende CD3+CD8+-T-Zellen, die erste CMV-Reaktivierung
fand an Tag +23 statt. Der Patient hatte im Chima¨rismus zuna¨chst 100% Spenderanteil,
an Tag +75 sank er allerdings auf 91% und an Tag +105 auf 56% ab (Rezidiv). Einerseits
ko¨nnten CMV-spezifische Empfa¨ngerzellen in sehr geringer Anzahl u¨berlebt und im Zuge
der Reaktivierung proliferiert haben. Andererseits war in diesem Fall vielleicht auch die
in vivo Immunisierung der Spenderzellen schneller, weil hier im Gegensatz zu dem bereits
erwa¨hnten Patienten UPN1528 ein HLA-identisches Spender-Empfa¨nger-Paar vorlag.
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Die Tetramermessungen besta¨tigen hier das klinische Bild: in der R+ / D=-Gruppe gibt
es ha¨ufiger (rekurrente) CMV-Reaktivierungen auch weit nach Tag +100, weil die in vi-
vo Immunisierung der Spenderzellen Zeit braucht. Zeigt sich bei einem Patienten der
R+ / D=-Gruppe nach einer CMV-Reaktivierung keine Proliferation von CMV-bindenden
T-Zellen, so sind weitere Reaktivierungen wahrscheinlich und der Patient sollte engma-
schig auf Reaktivierungen hin untersucht werden.
4.1.2.1.3 Seronegative Patienten mit seropositiven Spendern
In der R= / D+-Gruppe treten seltener CMV-Reaktivierungen auf. Dennoch ist fu¨r einen
CMV-seronegativen Patienten ein seronegativer Spender zu bevorzugen [65]. In der vor-
gestellten Patientenkohorte reaktivierte einer von 8 Patienten dieser Gruppe CMV. Bei
den u¨brigen fand keine CMV-Reaktivierung statt. Allerdings wurden nur sehr wenige
CMV-bindende Zellen detektiert, bis Tag +150 waren bei keinem der Patienten mehr als
5 Zellen messbar. Dies kann zum einen daran liegen, dass ohne eine CMV-Reaktivierung
keine ausreichende Stimulation der CMV-T-Zellen stattfindet und diese daher auch nicht
proliferieren. Ebenso ist es mo¨glich, dass entweder schon so wenige Zellen einen Schutz
vermitteln oder fu¨r die nicht messbaren HLA-Typen eine ausreichende Anzahl an CMV-
T-Zellen vorhanden war, um eine Reaktivierung zu verhindern. Fu¨r die Beobachtung der
CMV-spezifischen Immunkonstitution in dieser Gruppe, aber auch zur Verbesserung der
Aussagekraft bei allen u¨brigen Patienten, ko¨nnte an den Tagen +50, +100 und +150
routinema¨ßig ein funktioneller Test mit CMV-Lysat als Antigen durchgefu¨hrt werden.
4.1.2.1.4 Seronegative Patienten mit seronegativen Spendern
In der R= / D=-Gruppe sind keine CMV-Reaktivierungen zu erwarten. Patient UPN1491
hatte dennoch eine CMV-Infektion, hier handelte es sich wahrscheinlich um eine Neuin-
fektion. Vor Transplanation wurden sowohl Spender als auch Empfa¨nger wie u¨blich auf
CMV-IgG (Immunisierung) und CMV-IgM (laufende Infektion) untersucht und aufgrund
fehlender CMV-Antiko¨rper als CMV-seronegativ eingestuft. Nachdem an Tag +42 bei
UPN1491 die CMV-Infektion anhand der pp65-positiven Leukozyten detektiert wurde,
konnten bereits eine Woche spa¨ter an Tag +49 CMV-bindende T-Zellen nachgewiesen
werden. Dies zeigt, dass sich (bei HLA-identen Spender-Empfa¨nger-Paaren) schnell eine
CMV-spezifische Immunantwort entwickeln kann.
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4.1.2.1.5 Besonderheiten bei nicht HLA-identen Spender-Empfa¨ngerpaaren
Fu¨r den GvL-Effekt ist ein nicht HLA-identer Spender zwar von Vorteil, aber jede Form
von mismatch erho¨ht nicht nur das GvHD-Risiko, sie verzo¨gert anscheinend auch die
CMV-spezifische Immunantwort. Dies ist neben der gesto¨rten Kommunikation von T-
Zellen und APC auch in der ho¨heren Immunsuppression begru¨ndet, die Patienten mit
nicht HLA-identem Spender erhalten – z. B. fu¨hrt ATG zu einer Entfernung der T-Zellen
aus dem Empfa¨nger, aber auch aus dem Transplantat, damit sind nur noch wenige T-
Zellen vorhanden. Unter den hier vorgestellten Patienten konnte bei mehreren beobachtet
werden, dass bei nicht HLA-identem Spender die Entwicklung der CMV-spezifischen Im-
munantwort lange dauert. Desweiteren zeigte sich, dass eventuell sogar funktionelle CMV-
T-Zellen durch den vorliegenden mismatch nicht protektiv sind. So hatte z. B. UPN1506
(AML; MUD, mismatch in HLA-A; Rezidiv Tag +44; verstorben Tag +144; 1 passendes
Tetramer) 3 Reaktivierungen, obwohl schon an Tag +47 1 CMV-bindende und Tag +58
3 CMV-bindende CD3+CD8+-T-Zellen detektiert wurden. Es kam jedoch im Zuge der
CMV-Reaktivierungen nicht zu einer Proliferation dieser Zellen. Kommt es zu einer Gv-
HD, unterdru¨ckt die zur Behandlung gegebene Immunsuppression auch die Funktion der
CMV-bindenden T-Zellen: Nachdem UPN1329 zur Behandlung eines Rezidivs DLIs erhal-
ten hatte, entwickelte sich eine GvHD. Obwohl CMV-bindende Zellen vorhanden waren
und in vitro auch IFN-γ-produzierende Zellen nach Stimulation mit pp65 nachgewiesen
wurden, reaktivierte UPN1329 unter Immunsuppression CMV. Ungu¨nstig schien sich der
mismatch auch bei UPN1627 auszuwirken, es wurden CMV-bindende Zellen nachgewie-
sen, im Zuge der CMV-Reaktivierung proliferierten diese sogar, die pp65-Werte stiegen
jedoch gleichzeitig weiter an. Obwohl in vitro sowohl IFN-γ-produzierende als auch zy-
totoxische (CD107a-Test) CD3+CD8+-T-Zellen nachgewiesen werden konnten, kam es in
vivo nicht zu einer Kontrolle der CMV-Reaktivierung durch diese Zellen, sie konnte aber
mit Ganciclovir behandelt werden.
4.1.2.2 Chima¨rismusuntersuchungen
Bei den Tetramermessungen zeigten sich bei einigen Patienten interessante Details in
der CMV-spezifischen Immunrekonstitution. So gab es in R+ / D=-Gruppe Patienten,
die schon fru¨h nach HSCT CMV-spezifische Zellen hatten, wa¨hrend bei anderen die
CMV-spezifische Immunrekonstitution bis weit nach Tag +100 dauerte. Teilweise konn-
ten bei Fa¨rbung mit einem einzelnen Tetramer unterschiedlich stark angefa¨rbte Popu-
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lationen (Doppelwolken) beobachtet werden. Diese Doppelwolken ko¨nnen aus verschie-
denen Gru¨nden entstehen. Sie weisen zuna¨chst auf eine unterschiedliche Anfa¨rbung der
T-Zellen mit dem Tetramer hin. Es ist diskutierbar, dass solche Doppelwolken auch auf
zwei unterschiedliche Populationen der CMV-spezifischen T-Zellen hinweisen ko¨nnten.
Um dies genauer zu kla¨ren, wa¨re es notwendig, genauere Untersuchungen der Tetramer-
bindenden Zellen durchzufu¨hren. Betrachtet man die Vera¨nderungen in der Anzahl der
CMV-bindenden T-Zellen nicht nur in der Summe, sondern fu¨r jedes passende Tetramer
einzeln, zeigen sich deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen HLA-Typen. Bei
Patienten, deren Zellen mit mehreren Tetrameren messbar waren, wechselte z. T. auch das
Tetramer, mit dem die meisten CMV-bindenden Zellen detektiert wurden. In der R+ / D=-
Gruppe ko¨nnte dies einen Wechsel zwischen Spender- und Empfa¨nger-vermittelter CMV-
Immunita¨t anzeigen – sofern CMV-spezifische Empfa¨nger-T-Zellen nach der Konditionie-
rung vorhanden bleiben.
Um festzustellen, ob im Patienten verbliebene CMV-T-Zellen einen Schutz vor CMV ver-
mitteln ko¨nnen [80] und spa¨ter von den CMV-spezifischen Spenderzellen ersetzt werden,
ko¨nnten in weiteren Untersuchungen die CMV-bindenden CD3+CD8+-T-Zellen mittels
immuno-magnetischer Aufreinigung oder durch cell sorting isoliert und ein Chima¨ris-
mus fu¨r diese spezielle Population erstellt werden. Dies ist besonders im Hinblick auf
die R+ / D=-Gruppe interessant, wo z. T. fru¨he Immunantworten gegen CMV beobachtet
werden konnten.
4.1.2.3 Anwendungen der Tetramermessung und Vergleich mit anderen Tests
Da die Tetramermessung schnell und einfach durchfu¨hrbar sowie gut reproduzierbar
ist [81] und interessante Daten liefern kann [82], werden Tetramere und a¨hnliche Rea-
genzien (wie Pentamere, Streptamere) vielfach zur Quantifizierung von CMV-bindenden
T-Zellen eingesetzt. Dabei bieten Streptamere zusa¨tzlich die Mo¨glichkeit, die gebundenen
Zellen anzureichern und hinterher die gebundenen Streptamere wieder abzuspalten – die
Mo¨glichkeit, das Reagenz einfach auszuwaschen, ist ein Vorteil fu¨r klinische Applikationen.
Die Problematik, dass nur CMV-bindende Zellen quantifiziert werden, u¨ber deren Funkti-
on nichts gesagt werden kann, bleibt aber ein zentrales Problem dieser Nachweismethode.
Daher werden vielfach funktionelle Test hinzugezogen [35]. Ein weiteres Problem liegt im
Design der Tetramere an sich: die gebundenen Epitope werden nach Affinita¨t zum MHC-
Moleku¨l, nicht zwangsla¨ufig nach Immundominanz der einzelnen Epitope ausgesucht.
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Beim Vergleich von ELISPOT, intrazellula¨rer Fa¨rbung auf IFN-γ und Tetramermessung
zeigten Hobeika et al. [83], dass die Tests in Bezug auf die Quantifizierung vergleichbar
in Genauigkeit und Spezifita¨t sind, zumindest bei HLA-A*02 positiven Proben, die mit
dem NLVPMVATV-Peptid stimuliert werden. Morita et al. [84] verglichen 2 Tetrame-
re, A*0201 mit NLVPMVAT (A*02NLV) und A*2402 QYDPVAALF (A*24QYD), im
Hinblick auf die Anzahl der gemessenen Zellen, deren Reaktivita¨t und die Ha¨ufigkeit
der CMV-Reaktivierungen bei den jeweiligen Patienten. Dabei zeigte sich, dass mit dem
A*24QYD weitaus weniger Zellen detektiert wurden, diese Zellen zeigten in vitro auch we-
niger Reaktivita¨t (Zytokinsekretion, Expansion) auf Stimulation mit ihrem Antigen hin
als die A*02NLV-bindenden Zellen. Bei den A*24QYD waren aber trotz der geringeren
Anzahl an Tetramer-bindenden Zellen CMV-Reaktivierungen nicht ha¨ufiger. Daher ver-
muteten Morita et al., dass QYDPVAALF nicht das immundominante Epitop fu¨r A*2402
wa¨re. Die Messungen mit diesem Tetramer hatten also eine schlechtere Aussagekraft als
die mit dem A*02NLV. Die im Tetramer gebundenen Epitope mu¨ssen also auch die im-
mundominanten Epitope sein, wenn die gemessenen Werte fu¨r Aussagen u¨ber den Schutz
vor CMV dienen sollen.
4.1.2.4 Korrelation mit klinischen Daten
Bezieht man klinische Daten mit ein, zeigen sich Schwa¨chen des Tetramerstest im Bezug
auf die Vorhersagekraft: Ozdemir et al. [23] zeigten, dass bei Patienten, die trotz steigender
Anzahl Tetramer-bindender Zellen CMV reaktivierten, viele nicht reaktive CMV-T-Zellen
im Blut zirkulierten. Der Schutz vor CMV ha¨ngt also nicht nur von der Menge der CMV-
bindenden Zellen ab, sondern von der Rekonstitution reaktiver Zellen. Neben der Anzahl
der CMV-bindenden Zellen sollten vor allem klinische Daten wie ein vorhandener mis-
match, Immunsuppression, Vorliegen einer GvHD usw. miteinbezogen werden – so wurde
auch bei den hier vorliegenden Daten verfahren.
Allgemein lassen sich danach anhand der Tetramermessung folgende Schlu¨sse ziehen: Zeigt
sich bei einer CMV-Reaktivierung eine Proliferation der CMV-bindenden Zellen und ein
Ru¨ckgang der pp65-Werte (ohne Medikation), spricht dies fu¨r funktionell aktive CMV-
bindende T-Zellen. Zeigt sich hingegen nach einer CMV-Reaktivierung keine Proliferation
der CMV-bindenden Zellen, so sind die vorhanden CMV-bindenden Zellen nicht funktions-
fa¨hig. Werden nach einer CMV-Reaktivierung keine erho¨hten Werte an CMV-bindenden
Zellen gemessen, aber die pp65-Werte sinken trotzdem und es tritt keine weitere Reakti-
vierung auf, werden durch das verwendete Tetramer nicht die immundominanten T-Zellen
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abgebildet (Pra¨sentation und Immunantwort la¨uft u¨ber anderes MHC-I und / oder anderes
Epitop).
4.1.3 Einfluss der Konditionierung auf die CMV-spezifischen
Immunrekonstitution nach HSCT
Die hier betrachtete Patientenkohorte ist zu klein und im Bezug auf die verwendeten Kon-
ditionierungsprotokolle zu heterogen, um einen Einfluss des Konditionierungsverfahrens
auf die CMV-spezifische Immunrekonstitution zu beobachten. Allerdings wurde bereits
publiziert, das die Konditionierung keinen Einfluss auf Ha¨ufigkeit und Schwere der CMV-
Infektionen nach Transplantation hat [85].
4.2 Stimulation und Aufreinigung CMV-reaktiver Zellen -
Vorversuche
Bei den Vorversuchen traten z. T. unspezifische Fa¨rbungen und Anreicherungen auf. Diese
unspezifischen Anreicherungen konnten hier durch eine Erho¨hung der Verdu¨nnung in der
Sekretionsphase (von 1 : 10 auf 1 : 100) verringert werden. In den Vorversuchen zeigte sich,
dass eine Anreicherung u¨ber 2 Sa¨ulen bessere Ergebnisse bezu¨glich der Reinheit an IFN-
γ-positiven Zellen brachte, als eine Anreicherung u¨ber eine Sa¨ule. Es wurden Unterschiede
in der Stimulation und Anreicherung von IFN-γ-sezernierenden CD4+- und CD8+-Zellen
beobachtet: Je nachdem, welches Antigen zur Stimulation der Zellen verwendet wurde,
wurden mehr CD8+- (pp65) oder mehr CD4+-Zellen (CMV-Lysat) stimuliert und ange-
reichert.
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4.3 Gewinnung und therapeutischer Einsatz von
CMV-spezifischen T-Zellen
4.3.1 Methoden zur Gewinnung antigenspezifischer T-Zellen
4.3.1.1 Erste Therapieansa¨tze mit CD8+-T-Klonen
Schon bevor der Sekretionstest und damit die Mo¨glichkeit, antigenspezifische Zellen an-
hand ihrer Zytokinsekretion zu selektieren, bestand, wurde auf verschiedene Art und Weise
versucht, antigenspezifische Zellen zu selektieren und zu transfundieren. Die ersten Versu-
che in dieser Richtung fu¨hrte die Gruppe um Riddell et al. bereits in den neunziger Jahren
durch. So befassten sie sich mit der Optimierung der in vitro Stimulation von T-Zellen zum
adoptiven Transfer [86], dabei konzentrierten sie sich vor allem auf die CD8+-T-Zellen, de-
ren Fehlen sie mit einer erho¨hten Anzahl an Reaktivierungen in Verbindung brachten, und
wollten das Problem durch Transfer von virusspezifischen CD8+-T-Zellklonen lo¨sen [87].
Grundsa¨tzlich zeigte der Transfer von virusspezifischen CD8+-T-Zellen auch Erfolg [31],
allerdings ist der Schutz bei Fehlen von virusspezifischen CD4+-T-Zellen nur von kurzer
Dauer, da die Zahl der virusspezifischen CD8+-T-Zellen schnell wieder absinkt. Riddell
et al. verglichen auch verschiedene Methoden beim adoptiven Immuntransfer (retrovira-
ler Gentransfer von Antigenen, T-Zelllinien, modifizierte T-Zellklone) [88], spa¨ter wurden
sowohl CD8+- als auch CD4+-T-Zellen als essentiell fu¨r einen dauerhaft protektiven Im-
muntransfer angesehen [89] und speziell bei fu¨r CMV genauer untersucht [90].
4.3.1.2 Verschiedene Methoden zur Gewinnung von CMV-T-Zellen
Viele Methoden zur Gewinnung von CMV-spezifischen T-Zellen basieren auf einer spezifi-
schen Expansion der Zellen, indem sie in vitro mit dem entsprechenden Antigen konfron-
tiert werden, auf diese Weise wurden z. B. von Einsele et al. virusspezifische T-Zellen zur
Behandlung von CMV erzeugt und erfolgreich eingesetzt [91]. Im Hinblick auf die spa¨tere
Transfusion sind Viruslysate, die noch aktives Virus enthalten ko¨nnen, als Antigen un-
gu¨nstig, wurden aber dennoch verwendet, z. B. wurden zur Gewinnung ADV-spezifischer
T-Zellen ADV-Isolate aus den jeweiligen Patienten benutzt [40], dies vermied zumindest
die Einschleppung eines neuen Stammes mit den transfundierten Zellen, oder es wurde
CMV-Lysat bei der Herstellung CMV-spezifischer T-Zellen verwendet [52]. Andere An-
sa¨tze sind spezifische Expansion durch Kokultur mit DC [92], [34], die CMV-Antigen(e)
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pra¨sentieren. Dabei wurden die DC z. B. mit Peptiden gepulst [33] oder mit Viren infiziert,
die zu einer Expression von CMV-Antigenen in den DCs fu¨hren [93], und u¨ber 3-4 Wochen
CMV-spezifische Zellen expandiert. Auch ku¨nstliche Antigen-pra¨sentierende Zellen (engl.
artificial antigen presenting cells, AAPC) wurden zur Generierung CMV-spezifischer T-
Zelllinien genutzt [94]. Ein Expansionsschritt bedeutet jedoch einen gro¨ßeren Zeit- und
Materialaufwand, das Kontaminationsrisiko ist ho¨her, außerdem sind solche Protokolle
eher fu¨r vorbeugende Therapieansa¨tze nu¨tzlich - bei einer schweren CMV-Erkrankung
sollte der Patient schnellstmo¨glich viruspezifische T-Zellen erhalten, nicht Wochen spa¨ter.
Die Gruppe Einsele et al. testete den Sekretionstest als Methode zur schnellen Generierung
von virusspezifischen CD4+- und CD8+-T-Zellen [52], im Anschluss an die Aufreinigung
der IFN-γ-sezernierenden Zellen fand eine unspezifische Expansion der Zellen mit IL-2
statt. Die expandierten Zellen wurden dann hinsichtlich ihrer Funktionalita¨t und Spezifita¨t
mit Proliferations- und Zytotoxizita¨tstests u¨berpru¨ft.
Eine andere Methode zur schnellen, einfachen Gewinnung von CVM-T-Zellen ist die
Verwendung von HLA-Peptid-Komplexen (Tetramere, Streptameren o. a¨.), dabei werden
CD8+-T-Zellen gewonnen. Auch diese ko¨nnen bei der Behandlung von CMV hilfreich
sein [95], allerdings fehlen die fu¨r einen dauerhaften Schutz notwendigen CD4+-T-Zellen.
Die Entwicklung von MHC-II-Peptid-Komplexen wird derzeit untersucht, es sind wenige
in Frage kommende Epitope bekannt. Die verschiedenen Methoden zur Gewinnung von
CMV-spezifischen T-Zellen zum klinischen Einsatz wurden von Einsele et al. zusammen-
gefasst [96], dabei wird auch ein U¨bersicht u¨ber die Vor- und Nachteile der einzelnen
Methoden gegeben.
Hier wurde angestrebt, Bedingungen fu¨r eine Aufreinigung von CMV-T-Zellen zum adop-
tiven Transfer zu schaffen, ohne weitere Expansionschritte durchzufu¨hren.
4.3.2 Heilversuch mit CMV-spezifischen T-Zellen und Nachweis der
transfundierten Zellen in vivo
UPN1238 hatte bereits mehrfach CMV reaktiviert (dreimal) und sprach auf die medi-
kamento¨se Therapie mit GCV nicht an. Zudem trat eine gefu¨rchtete Nebenwirkung des
GCV auf – es zeichnete sich eine beginnende Myelosuppression ab. Daher wurde ein
Heilversuch mit angereicherten, CMV-spezifischen Spender-T-Zellen versucht. Die Zellen
wurden nach Stimulation mit rekombinantem pp65 nach dem Tu¨binger Protokoll [52]
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am CliniMACS aufgereinigt. Obwohl nur eine geringe Zahl CMV-spezifischer T-Zellen
transfundiert wurde, zeigte sich ein deutlicher Effekt. Nach Absetzten des Ganciclovirs
kam es zuna¨chst noch zu einem Anstieg der pp65-positiven Leukozyten, als jedoch die
CMV-T-Zellen proliferierten, sank die Zahl der pp65-positiven Leukozyten. Die Senkung
der Immunsuppression verbesserte die Immunantwort durch die CMV-T-Zellen weiter. Die
CMV-Reaktvierung wurde schließlich durch die transfundierten Zellen beherrscht. Gleich-
zeitig hatten die wenigen Zellen auch einen positiven Einfluss auf die Immunrekonstitution
im Allgemeinen. Wa¨hrend vorher nur wenige CD3+CD8+-T-Zellen und praktisch keine
CD3+CD4+-T-Zellen im Blut der Patientin messbar waren, proliferierten nach der Gabe
der CMV-T-Zellen zuna¨chst die virusspezifischen CD3+CD8+- und CD3+CD4+-T-Zellen.
Dabei bildete sich auch wieder eine Population an nicht virus-spezifischen CD3+CD4+-T-
Zellen aus.
Der hier vorgestellte Heilversuch zeigt eindrucksvoll das Potential des adoptiven Immun-
transfers zur Behandlung von CMV. Wa¨hrend die medikamento¨se Therapie keinen Erfolg
zeigte und sogar das Transplantat gefa¨hrdete, wurde durch den Transfer der CMV-T-
Zellen die Infektion erfolgreich zuru¨ckgedra¨ngt, ohne dass sich negative Begleiteffekte
zeigten. Augmentative Mittel fu¨r die Funktion der transfundierten Zellen wie die Gabe
von IL-2 waren nicht notwendig, die Bedingungen in vivo fu¨hrten allein zu einer Expansion
der CMV-spezifischen T-Zellen, die auch nachgewiesen wurde.
4.4 Generierung von dendritischen Zellen
4.4.1 Anwendungen von DC
4.4.1.1 DC fu¨r funktionelle Tests
Im Rahmen der Arbeit wurde, um APC fu¨r funktionelle Test zur Verfu¨gung zu haben,
die Generierung von DCs aus der adha¨renten Fraktion von PBMNCs etabliert. Die DCs
wurden exogen mit pp65 beladen und zur Restimulation von unspezifisch expandierten
CMV-T-Zellen verwendet, um deren Funktionalita¨t und Spezifita¨t zu u¨berpru¨fen. Zur
Abscha¨tzung der Alloreaktivita¨t wurden allogene, nicht HLA-idente DCs generiert.
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4.4.1.2 Immunisierung CMV-negativer Spender
Die Generierung von DCs kann aber nicht nur bei funktionellen Test hilfreich sein, sie ist
auch der Schlu¨ssel zur Generierung von antigenspezifischen T-Zellen aus dem Blut CMV-
seronegativer Spender. Desweiteren sind DCs bei der Stimulation als antigenpra¨sentie-
rende Zellen u¨berlegen, sie wurden nicht nur fu¨r in vitro Stimulation genutzt, sondern
auch zur Vakzinierung und Auslo¨sung einer Immunantwort in vivo [97]. Es sei bemerkt,
dass dies fu¨r (exogene) Proteinantigene und in den DCs erzeugte Antigenfragmente gilt,
nicht fu¨r exogene Peptide. Hier sind T2, Monozyten, T-Zellen und B-Zellen im Bezug auf
die Bindung der Peptide u¨berlegen [98]. Dennoch ko¨nnen auch Peptid-gepulste DC eine
Immunantwort z. B. gegen EBV auslo¨sen [99].
Nachdem die Generierung von DC im Rahmen dieser Arbeit bereits etabliert wurde, und
die beladenen DC in vitro auch eine Immunantwort auslo¨sten, ko¨nnten nach dem vorge-
stellten Protokoll generierte DC auch fu¨r eine spezifische Expansion von CMV-T-Zellen
oder zur Generierung antigenspezifischer T-Zellen aus dem Blut seronegativer Spender
verwendet werden.
4.4.2 Verschiedene Methoden der DC-Generierung
Neben dem hier verwendeten Protokoll zur Ausreifung mit MCM, das mit CD14+-Zellen
als Ausgangsmaterial auch schon fu¨r klinische Versuche genutzt wurde [46], gibt es zahlrei-
che andere Methoden zur Generierung und Ausreifung von DCs, z. B. stellten Alldawi et
al. ein Protokoll zur schnellen Erzeugung von DC vor [47], bei dem zur Ausreifung IFN-γ
und Lipopolysaccharid (LPS) zugegeben werden. Nersting et al. beobachteten, dass LPS
die ausreifende Wirkung von MCM versta¨rken kann [49]. Da jedes MCM unterschiedlich
gut funktioniert, werden teilweise Zytokingemische mit TNF-α, IL-6, Prostaglandin E2,
IL-1β, sowie den hier auch verwendeten IL-4 und GM-CSF zur Ausreifung von DC be-
vorzugt, um einheitliche Bedingungen bei der Ausreifung zu schaffen [48]. Neben all den
genannten Variationen spielt auch das verwendete Medium eine wichtige Rolle [100].
Bei der DC-Generierung und -Ausreifung mit MCM konnten gute Ergebnisse erzielt wer-
den. Die erzielten Zellen zeigten unter dem Mikroskop deutlich die morphologischen Ei-
genschaften reifer DC, also eine astartige Struktur und Semiadha¨renz. Die im Durchfluss-
zytometer analysierten Zellen waren zu u¨ber 90% positiv fu¨r CD83, CD86 und HLA-DR –
typische Oberfla¨chenmarker von reifen DCs – und trugen kaum CD14 auf ihrer Oberfla¨che.
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4.5 Etablierung von funktionellen Tests zur Beurteilung
angereicherter antigenspezifischer Zellen
4.5.1 Proliferationstest
4.5.1.1 Testlauf mit expandierten CMV-T-Zellen
Beim Testlauf mit unspezifisch expandierten CMV-T-Zellen konnte eine spezifische Proli-
feration nachgewiesen werden, allerdings gab es auch eine starke Hintergrundproliferation.
Vergleicht man die Ansa¨tze mit pp65-beladenen und unbeladenen autologen DCs, so un-
terscheiden sich die Anteile der proliferierenden Zellen nur um 10%. Da die Zellen zuvor
mit IL-2 expandiert wurden, war die weiter anhaltende Teilungsaktivita¨t eventuell noch
IL-2 induziert.
Abbildung 4.1: Sto¨rsignale beim Proliferationstest: X-Achse: Fluoreszenzintensita¨t, CFSE-Signal; Y-
Achse: Ereignisanzahl; bei der Kokultur mit unbeladenen (links) und pp65-beladenen (rechts) autologen
DCs mit unspezifisch expandierten CMV-T-Zellen entwickelte sich ein Signal (roter Kreis) am linken
Rand der proliferierenden Population (hellgru¨n)
Desweiteren zeigte sich in beiden Ansa¨tzen ein breites Signal am linken Rand der CFSE-
positiven Population, wa¨hrend sich beim Ansatz mit pp65-beladenen DCs zusa¨tzliche
(Tochter-)Populationen ausbildeten (vgl. Abb. 4.1). Mo¨glicherweise wurde das Signal am
linken Rand der proliferierenden Zellen durch absterbende T-Zellen verursacht, diese ver-
lieren auch an Fluoreszenzintensita¨t. Die zugegebenen DCs wurden nicht bestrahlt, haben
also auch Na¨hrstoffe verbraucht, eventuell fu¨hrte dies zu einer Mangelsituation und zum
langsamen Absterben der T-Zellen. Da der Blutspender, aus dem sowohl T-Zellen als
auch die Ausgangspopulation fu¨r die DC gewonnen wurden, CMV-positiv war, ist auch
eine Stimulationswirkung dieser DC ohne zusa¨tzlich Beladung mit CMV-Antigen nicht
auszuschließen. Eventuell schufen die DC auch ein Milieu, das die ohnehin vorhandene
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Proliferation (in der Negativkontrolle proliferierten 37%) noch fo¨rderte. Beim Vergleich
von CD3+-T-Zellen und unspezifisch expandierten CMV-T-Zellen schnitten die CMV-T-
Zellen bezu¨glich der Antigen-spezifischen Expansion nicht wie erwartet besser ab. Dies
bedeutet zum einen, dass die in den CD3+-T-Zellen enthaltenen CMV-T-Zellen proli-
ferierten, zum anderen, dass die angereicherten CMV-T-Zellen durch die unspezifische
Expansion an Spezifita¨t und Reaktivita¨t verloren haben ko¨nnten. Eine Expansion sollte
also besser spezifisch z. B. durch Zugabe Antigen-beladener, bestrahler DC erfolgen, dies
liefert gute Ergebnisse [92].
Sollen Fu¨tterzellen verwendet werden, muss entweder so lange expandiert werden, bis
die Fu¨tterzellen sich aufgelo¨st haben, oder es muss eine homogene Zellpopulation als
Fu¨tterzellen benutzt werden, die sich durch Fa¨rbung mit Antiko¨rpern ausfiltern la¨sst. Die
Ansa¨tze mit Fu¨tterzellen waren hier nicht auswertbar, da die nach 7 Tagen Expansion noch
vorhandenen Fu¨tterzellen bei der CFSE-Fa¨rbung der CMV-T-Zellen mitgefa¨rbt wurden
und Sto¨rsignale verursachten.
4.5.1.2 Nachweis der Proliferation mittels CFSE-Fa¨rbung
Der Proliferationstest mit CFSE ist radioaktiven Methoden in der Genauigkeit gleichwer-
tig [55], [101] und bietet zusa¨tzlich die Mo¨glichkeit, die proliferierenden Zellen genauer zu
charakterisieren [102], [53]. Der Test wurde bereits von anderen Gruppen zur Bewertung
von CMV-T-Zellen verwendet [52].
Zwar konnten Fa¨rbung und Testaufbau etabliert werden, das eigentliche Ziel - der Nach-
weis der CMV-spezifischen Proliferation der mittels Sekretionstest angereicherten CMV-
T-Zellen - konnte jedoch nicht erreicht werden. Auch der Versuch mit einer Zelllinie gegen
das NLVPMVAT-Peptid schlug fehl. Dies lag allerdings nicht an dem Test, sondern an
dem verwendeten Zellmaterial. Die unspezifische Expansion fu¨hrte bei den angereicherten
Zellen, die von vorneherein keine gute Reinheit hatten (fu¨r den klinischen Einsatz wer-
den u¨ber 90% angestrebt), zu einem Verlust der Spezifita¨t und Reaktivita¨t. Bezieht man
mit ein, dass es sich bei der T-Zelllinie ebenfalls um vielfach expandierte CMV-T-Zellen
handelte und diese auch keine spezifische Proliferation mehr zeigten, ist von einer unspe-
zifischen Expansion der Zellen abzusehen. Wenn u¨berhaupt, sollte spezifisch expandiert
werden, allerdings wu¨rde dies die Aussage verfa¨lschen, da nicht mehr die aufgereinigten
Zellen, sondern spezifisch expandierte Zellen untersucht wu¨rden. Die spezifische Expansi-
on fu¨hrt jedoch zu einer Verringerung von unspezifischen und / oder allo-reaktiven Zellen
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und einer Anreicherung antigenspezifischer Zellen [91]. Es sollte aber gerade der Anteil
eben dieser Zellen direkt nach Durchfu¨hrung der Sekretionstest bestimmt werden. Zur
Beantwortung dieser Fragestellung wa¨re eine Aufreinigung von CMV-T-Zellen im kli-
nischen Maßstab no¨tig, neben einer ho¨heren Ausbeute bedeutet eine Aufreinigung am
CliniMACS auch gleichzeitig eine homogenere Aufarbeitung der Zellen (Waschschritte,
Aufarbeitungszeit). Im Labormaßstab konnten hier ohne Expansionsschritt nicht ausrei-
chend Zellen fu¨r eine Etablierung der Tests gewonnen werden. Allerdings mu¨ssten fu¨r
eine eventuelle Validierung der Aufreinigung im klinischen Maßstab ohnehin Testla¨ufe
am CliniMACS stattfinden, die in solchen Probela¨ufen angereicherten Zellen ko¨nnten zur
Etablierung der grundsa¨tzlich funktionsfa¨higen Tests verwendet werden.
4.5.2 Degranulationstest
4.5.2.1 Probleme beim Degranulationstest
Beim Degranulationstest ergab sich das gleiche Problem wie beim Proliferationstest. Der
Versuch mit der Zelllinie war nicht erfolgreich, CMV-T-Zellen standen fu¨r einen Test
nicht in ausreichender Menge zur Verfu¨gung. Grundsa¨tzlich ist die Messung der CD107a-
Pra¨sentation auf der Zelloberfla¨che ein guter Nachweis fu¨r CMV-spezifische Zytotoxizita¨t
[38], nicht nur im humanen System [103], und kann leicht mit anderer Tests wie z. B. hier
der Tetramerfa¨rbung kombiniert werden [37].
4.5.2.2 Andere Verwendungsmo¨glichkeiten fu¨r die T2-Zellen
Die T2 Zellen ko¨nnten, nachdem ihre Eignung als APZ kontrolliert wurde, als Zielzellen fu¨r
funktionelle Tests mit CMV-T-Zellen von HLA-A*0201-positiven Spendern dienen. Auch
zur spezifischen Expansion ko¨nnten sie eingesetzt werden, allerdings nur fu¨r Forschungs-
zwecke, nicht fu¨r die Herstellung von Zellen fu¨r den klinischen Einsatz. T2 Zellen sind
weniger gute APC als DCs, desweiteren ko¨nnen sie nur mit Peptiden beladen werden. Sie
sind jedoch leicht in großer Menge kultivierbar. Ihre Stimulationwirkung als APC ko¨nn-
te durch Zugabe von Kostimulatoren wie αCD28 oder αCD49 verbessert werden. CD28
und CD49d sind wichtige Zielstrukturen fu¨r die T-Zellaktivierung. CD28, das B7/BB1
(CD80) oder B70/B7-2 bindet, vermittelt die Adha¨sion zwischen T-Zellen mit B-Zellen
oder DC und ist einer der Hauptkostimulatoren fu¨r die T-Zellaktivierung. CD49d ist eine
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Integrin α4 Kette, es ist in Zelladha¨sion an Fibronectin und VCAM-1 beteiligt sowie an
Leukozyteninteraktionen.
4.5.2.3 Ersatz des Degranulationstest
Anstatt des Degranulationstests, der Zellmaterial verbraucht, ko¨nnte bei der Kontrolle der
angereicherten CMV-T-Zellen fu¨r den klinischen Einsatz ein Test verwendet werden, der
kein oder nur wenig Zellmaterial verbraucht: Anstatt die Zellen nach (Re-)Stimulation mit
CMV-Antigen zu analysieren, ko¨nnte auch nur der Kulturu¨berstand untersucht werden.
Die Zellen bleiben dabei unvera¨ndert und ko¨nnen fu¨r andere Tests verwendet werden. So
ko¨nnte z. B. die Zytotoxizita¨t anhand der Ausschu¨ttung von Granzym B mittels ELISA
(engl. enzyme linked immuno sorbent assay) nachgewiesen werden [104], [105].
4.6 Austestung verschiedener GMP-Medien
4.6.1 Analyse im Durchflusszytometer
Die durchflusszytometrische Analyse lieferte Daten zur Beurteilung des Sekretionstests
und der verwendeten Medien. Durch die Analyse konnte sowohl der Erfolg der Aufrei-
nigung (Stimulationsrate, Reinheit der angereicherten Population) als auch Effekte der
verschiedenen Medien (Vitalita¨t der Zellen) beobachtet werden. Allerdings wurden einige
Proben unspezifisch angereichert. Die bei den unspezifischen Anreicherungen gemessenen
Werte ko¨nnen jedoch als Anhaltspunkte bei der Beurteilung einer Aufreinigung CMV-
spezifischer T-Zellen mittels Sekretionstest dienen: Sind vor der Anreicherung bereits
mehr als 10% IFN-γ-positive Zellen und nach der Anreicherung weniger als 25% tote Zel-
len enthalten, wurde unspezifisch angereichert. Bei CMV-seropositiven Spendern liegt der
Anteil der CMV-spezifischen Zellen normalerweise nicht u¨ber 5%, es sind aber schon Wer-
te bis 10% aufgetreten. Dementsprechend sollten auch nicht mehr IFN-γ-positive Zellen
vor Anreicherung detektiert werden. Der Anteil der toten Zellen im Eluat kann auch zur
Beurteilung der Aufreinigung herangezogen werden: Desto weniger IFN-γ-positive Zellen
vor Aufreingung vorhanden sind, desto mehr tote Zellen sind im Eluat. Die toten Zel-
len werden unspezifisch an die Sa¨ule gebunden, je weniger die Sa¨ule mit IFN-γ-positiven
Zellen besetzt ist, desto mehr unspezifische Bindungskapazita¨t ist frei.
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4.6.2 Vergleich von intrazellula¨rer Fa¨rbung und Sekretionstest
Wa¨hrend der Sekretionstest bei anschließender Verwendung von immunomagnetischen
beads, die das IFN-γ oder den Nachweisantiko¨rper gegen das IFN-γ binden, auch die An-
reicherung der detektierten Zellen sowie den Ausschluss von toten Zellen erlaubt, kann
die intrazellula¨re Fa¨rbung auch aus cryokonserviertem Material angesetzt werden und ist
weniger sto¨rungsanfa¨llig. Die gemessenen Werte fu¨r die jeweiligen Proben stimmen bei
Sekretionstest und intrazellula¨rer Fa¨rbung nicht u¨berein, allerdings werden auch unter-
schiedliche Populationen betrachtet. Eine parallele Fa¨rbung mit lebend-tot-Farbstoff ist
bei der intrazellula¨ren Fa¨rbung nicht mo¨glich, da durch die Permeablisierung alle Zellen
angefa¨rbt werden und im Duchflusszytometer als tot erscheinen. Beim Sekretionstest wa-
ren im Schritt vor der Sa¨ule durchschnittlich 10% tote Zellen enthalten (vgl. Abb. 3.23).
Da tote und apoptotische Zellen eine Eigenfluoreszenz haben und außerdem auch unter
den apoptotischen Zellen IFN-γ-positive sein ko¨nnen, waren bei der intrazellula¨ren Fa¨r-
bung bei gleicher Stimulationsdauer leicht erho¨hte Werte an IFN-γ-positiven Zellen zu
erwarten, dies war bei MV1 bei allen Medien und bei MV3 beim Ansatz mit RPMI1640
auch der Fall. Die Abweichungen zwischen intrazellula¨rer Fa¨rbung und Sekretionstest aus
frischen Zellen, bei denen die Werte aus dem Sekretionstest ho¨her lagen, waren entweder
durch unspezifische Anfa¨rbungen im Sekretionstest oder durch eine bessere Aktivierung
der Zellen im Sekretionstest bedingt, hier wurde die Kommunikation der Zellen wa¨hrend
der Inkubation nicht nach 2 h unterbrochen. Allerdings ha¨tten in letzterem Fall die Werte
der selben Probe fu¨r die einzelnen Medien na¨her beieinander liegen mu¨ssen, diese weichen
jedoch um bis zu 3,3% (MV3, CellGro vs. RPMI1640) ab. Da die intrazellula¨re Fa¨rbung
wenig Material verbraucht (1Ö 106 Zellen pro Ansatz) und auch aus gefrorenen Proben an-
gesetzt werden kann, bietet sie sich fu¨r nachtra¨gliche Bestimmungen der IFN-γ-positiven
Zellen an. Außerdem kann sie als Vergleichstest zum Sekretionsassay dienen, um die dort
gemessenen Werte zu verifizieren und unspezifische Fa¨rbungen auszuschließen.
4.6.3 Expansion in den verschiedenen Medien
Die besten Expansionsraten wurden mit CellGro erzielt. Allerdings soll bei der klinischen
Umsetzung des Sekretionstests von einer Expansion abgesehen werden, weil Kosten und
(Zeit-)Aufwand zu groß sind. Auch das Risiko einer Kontamination der Zellen ist ho¨her,
je la¨nger sie in vitro kultiviert werden. Zudem ist eine unspezifische Expansion auch
ungu¨nstig, weil mo¨glicherweise solche T-Zellen, die in vitro gut wachsen, gegenu¨ber den
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eigentlich gewollten CMV-T-Zellen bevorzugt vermehrt werden. Neben T-Zellen werden
auch NK-Zellen expandiert, dies ha¨tte allerdings beim klinischen Einsatz keine Nachteile
und ko¨nnte desweiteren u¨ber die IL-2 Konzentration gesteuert werden.
4.6.4 Zusammenfassende Beurteilung der getesteten Medien
Die beiden getesteten GMP-Medien sind beide fu¨r eine GMP-konforme Herstellung von
CMV-T-Zellen im klinischen Maßstab geeignet. Dabei schnitt CellGro subjektiv etwas
besser ab als X-Vivo 15, die Zellen sahen besser aus, wa¨hrend der Aufreinigung gab es
weniger Verklumpungen, bei der Expansion, die jedoch beim klinischen Protokoll keine
Rolle spielen wird, war CellGro u¨berlegen. Bezu¨glich der Reinheit der Zellen und ihrer
Vitalita¨t gab es keine relevanten Unterschiede zwischen den beiden Medien.
4.7 Charakterisierung der aufgereinigten Zellfraktion
nach IFN-γ Sekretionstest
4.7.1 Reinheit der IFN-γ-positiven Zellen
4.7.1.1 Unspezifische Anreicherungen
Wa¨hrend bei den Vorversuchen teilweise sehr gute Reinheiten erreicht wurden, konnten
hier im Mittel nur Reinheiten mit knapp u¨ber 50% IFN-γ-positiven Zellen erreicht werden.
Desweiteren wurden 4 Proben unspezifisch angereichert. Bereits bei den Vorversuchen hat-
te sich das Problem einer unspezifischen Anreicherung gezeigt. Allerdings fu¨hrte auch die
damals gewa¨hlte Abwandlung des Herstellerprotokolls, die Zellen in der Sekretionspha-
se sta¨rker zu verdu¨nnen, nicht zu einer Verbesserung bei der Aufreinigung von gro¨ßeren
Zellzahlen, hier konnte die in den Vorversuchen gewa¨hlte Verdu¨nnung mit 1 : 100 (1Ö 105
Zellen pro 1 ml in Sekretionsphase; stimulierte Zellmenge: 1Ö 107 PBMNCs) nicht um-
gesetzt werden und musste auf 1 : 20 gesenkt werden. Laut Herstellerangaben wa¨re bis
zu einem Anteil von 5% IFN-γ-positiven Zellen eine Verdu¨nnung von 1 : 10 ausreichend.
Da aber bei Probe 5 nach Stimulation mit CMV-Lysat und bei 6, 8 und 9 nach Stimu-
lation mit pp65 dennoch eine unspezifische Fa¨rbung stattfand, war die Ursache fu¨r die
unspezifischen Anreicherungen hier und in den vorherigen Versuchen mo¨glicherweise nicht
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die unzureichende Verdu¨nnung. Wa¨re dies der Fall, so mu¨ssten insbesondere Proben mit
hohen Anteilen an IFN-γ-sezernierenden Zellen unspezifische Fa¨rbungen aufweisen, dies
war aber laut Abgleich mit der intrazellula¨ren Fa¨rbung nicht der Fall. Eine zu langsame
Abku¨hlung der Proben nach der Sekretionsphase vor der Zentrifugation ko¨nnte auch zu
unspezifischen Fa¨rbungen fu¨hren, allerdings ha¨tten dann beide Ansa¨tze einer Probe un-
spezifisch gefa¨rbt sein mu¨ssen, da sie immer parallel aufgearbeitet, also auch gleichzeitig
und fu¨r die gleiche Dauer geku¨hlt und zentrifugiert wurden. Eventuell genu¨gte die Erho¨-
hung der Verdu¨nnung auf 1 : 20 anstatt 1 : 10 auch nicht – bei den Vorversuchen wurde
1 : 100 verdu¨nnt. Dies ist jedoch bei ho¨heren Zellzahlen kaum umsetzbar. Bei einer Aufrei-
nigung am CliniMACS mit 1Ö 109 Zellen wu¨rden fu¨r eine Verdu¨nnung auf 1Ö 105 Zellen
pro 1 ml 10 L Medium verbraucht werden.
4.7.1.2 Bestimmung der Fehlerquelle
Da auch bei ho¨heren Verdu¨nnungen das Problem der unspezifischen Anreicherung weiter
auftrat, sollten auch andere Ursachen in Betracht gezogen werden, z. B. die Dauer der
Inkubation mit Antigen oder die Anzahl der Waschschritte vor Fa¨rbung mit dem bispe-
zifischen Antiko¨rper. Um die Frage zu kla¨ren, ob die Ursache der unspezifischen Fa¨rbung
bereits vor der Sekretionsphase oder in der Verdu¨nnung wa¨hrend der Sekretionsphase
liegt, gibt es folgende Mo¨glichkeiten:
Zuna¨chst ko¨nnten die gleichen PBMNCs in mehrere Sekretionstests einsetzt und die Sti-
mulationsdauer sowie die Verdu¨nnung in der Sekretionsphase variiert werden. Zusa¨tzlich
ko¨nnten zu verschiedenen Zeitpunkten nach Stimulation die Zytokinsekretion mit BFA
gestoppt, die Zellen dann weiter inkubiert und eine intrazellula¨re Fa¨rbung durchfu¨hrt
werden. Nimmt bei spa¨terer Zugabe des BFA der Anteil an IFN-γ-positiven Zellen immer
weiter zu, so werden nicht-CMV-reaktive Zellen unspezifisch mit IFN-γ markiert – z. B.
binden Monozyten IFN-γ. Allerdings wurden in den unspezifsich angereicherten Proben
in der IFN-γ-positiven Population nicht mehr Monozyten oder B-Zellen gefunden, als bei
den spezifisch angereicherten, sondern weniger.
Ebenso wa¨re es mo¨glich, nach der u¨. N. Stimulation (als Vergleichswert) und nach ver-
schiedenen Verdu¨nnungen in der Sekretionsphase die Zellen nicht nur auf IFN-γ, sondern
zusa¨tzlich mit Tetrameren zu fa¨rben. Sinkt bei geringerer Verdu¨nnung der Anteil der
Tetramer-positiven Zellen in der IFN-γ-positiven Population, so zeigt dies eine unspezifi-
sche Fa¨rbung an.
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Weitere mo¨gliche Ursachen sind eine zu geringe Durchmischung (Schu¨ttelfrequenz, Rota-
tion etc.) wa¨hrend oder eine zu langsame Abku¨hlung nach der Sekretionsphase.
4.7.2 T-Zellen
Wie bereits mehrfach erwa¨hnt, sind fu¨r einen effektiven Schutz vor CMV sowohl CD8-
positive als auch CD4-positive T-Zellen notwendig. Darum wurde auf den Gehalt an T-
Zellen besonders viel Wert gelegt und die Effekte der beiden verglichenen Antigene, CMV-
Lysat und pp65, auf die T-Zell-Subpopulationen im Eluat betrachtet. Dabei zeigte sich
das, anders als nach den Vorversuchen angenommen, sowohl CMV-Lysat als auch pp65
gute CD4- und CD8-Antworten erzeugten, die Verteilung der T-Zell-Subpopulationen war
bei beiden Antigenen im Mittel a¨hnlich. Bei den Vorversuchen wurden teilweise sehr ho-
he CD4+-Anteile nach Stimulation mit CMV-Lysat gefunden, umgekehrt deutlich mehr
CD8+-Anteile nach Stimulation mit pp65. Allerdings wurden bei den beiden Versuchen
auch unterschiedliche Chargen von CMV-Lysat und pp65 verwendet. Da die Zusammen-
setzung des Lysates schwanken kann, ko¨nnte z. B. ein ho¨herer Gehalt an pp65 im CMV-
Lysat fu¨r die gute CD8+-Antwort bei der Charakterisierung des Eluates verantwortlich
sein: Normalerweise werden exogene Antigene u¨ber das MHC-II pra¨sentiert und lo¨sen eine
CD4+-Antwort aus. Es gibt allerdings den Mechanismus der cross presentation (vgl. 1.1.4,
S. 8), der zu einer Pra¨sentation auf beiden MHC-Moleku¨len fu¨hrt. Hinzu kommt, dass pp65
auch als exogenes Antigen besonders gute CD8-Antworten auslo¨st (dazu spa¨ter mehr, siehe
4.8.1.2, S. 219). Ein anderer Grund fu¨r die unterschiedlichen CD4+-CD8+-Verteilungen bei
den Vorversuchen im Vergleich zur Charakterisierung des Eluates kann sein, dass bei der
Charakterisierung des Eluates die CD4+-CD8+-Verteilung auf die CD3+-T-Zellen bezogen
wurde, wa¨hrend sich die Werte bei den Vorversuchen auf alle Lymphozyten bezogen.
In allen spezifisch angereicherten Proben wurden unabha¨ngig vom zur Stimulation ver-
wendeten Antigen (pp65 oder Lysat) nach Aufreinigung u¨ber 50% CD4-positive T-Zellen
gemessen, diese sind fu¨r den Erhalt der CMV-Immunita¨t in vivo besonders wichtig. Auch
CD8-positive T-Zellen waren mit 14,9% bis 19% in ausreichender Menge enthalten. Diese
Ergebnisse besta¨tigen, dass sich die Aufreinigung CMV-spezifischer T-Zellen u¨ber Zyto-
kinsekretion gut fu¨r die Gewinnung solcher Zellen fu¨r einen klinischen Einsatz eignet,
wie auch Rauser et al. zeigten [52], da sowohl CD4+- als auch CD8+-T-Zellen gewonnen
werden.
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4.7.3 NK-Zellen
NK-Zellen sind auch ein wichtiger Teil der Abwehr gegen CMV. Sie beeinflussen in vitro
und in vivo andere inflammatorische Zellen bei der Reaktion auf CMV [106]. Daher ist ein
NK-Anteil in den aufgereinigten IFN-γ-positiven Zellen von Vorteil. Bei der U¨berpru¨fung
der Eluatzusammensetzung zeigte sich hier, dass je nach verwendetem Antigen unter-
schiedliche Mengen an NK-Zellen und NK-T-Zellen mit angereichert werden. Besonders
bei der Stimulation mit pp65 wurden spezifisch NK-Zellen mitangereichert.
In Ma¨usen wurde bereits gezeigt, dass der Transfer von NK-Zellen die Myelosuppression
durch CMV stoppen und Schutz vor dem Virus vermitteln kann [107]. Es gibt auch NK-
vermittelte Inhibition der Virusreplikation ohne Zelllyse [108]. Das CMV reguliert, wie
andere Viren, die Pra¨sentation von MHC-I auf der Zelloberfla¨che herunter, und entgeht
damit zytotoxischen T-Zellen. An diesem Punkt greifen die NK an, die durch Fehlen des
MHC-I-Moleku¨ls nicht mehr inhibiert werden. Allerdings wurde fu¨r CMV gezeigt, das
es auch der Immunantwort durch NK-Zellen entgehen kann: Es exprimiert ein MHC-I
homolog (UL18), das die Erkennung durch NK-Zellen blockiert [109]. Dennoch ist der Co-
Transfer von virusspezifischen T-Zellen und NK-Zellen positiv zu bewerten, da so gleich
mehrere Teile der normalen Immunabwehr regeneriert werden.
Der Anteil an NK-T-Zellen in der IFN-γ-positiven Population lag bei dem mit Lysat
stimulierten Ansatz um 2%, beim pp65 stimulierten um 3%. Diese seltenen Zellen sind
Teil der angeborenen Immunita¨t [110] und regulieren wie die CD4+CD25+ regulatori-
schen T-Zellen angeborene und adaptive Immunita¨t, außerdem beeinflussen sich die bei-
den Gruppen gegenseitig [111]. Es wurde auch gezeigt, dass bestimmte Medikamente die
Antigen-spezifische Expansion von NK-T-Zellen fo¨rdern ko¨nnen [112], außerdem spielen
NK-T-Zellen bei der Immunantwort gegen Tumoren eine Rolle [113].
4.7.4 B-Zellen
Neben IFN-γ-positiven T- und NK-Zellen wurden auch B-Zellen angereichert, nach Sti-
mulation mit pp65 machten sie im Mittel 8,1% der IFN-γ-positiven Zellen aus. B-Zellen
sezernieren IFN-γ, wenn sie durch IL-18 und IL-12 dazu angeregt werden, gleichzeitig wird
dabei die Produktion von IgE unterdru¨ckt [114], [115]. B-Zellen produzieren neutralisie-
rende Antiko¨rper und ko¨nnen so die Verbreitung von Viren im Ko¨rper einda¨mmen, außer-
dem begu¨nstigt die Opsonisierung eine Aufnahme durch Phagozyten und damit auch die
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Pra¨sentation von CMV-Antigenen. Im Mausmodell wurde durch den Transfer von CMV-
spezifischen B-Zellen (ohne T-Zellen) eine bestehende CMV-Infektion beka¨mpft und eine
dauerhafter Schutz aufgebaut [116]. Der Transfer von CMV-spezifischen B-Zellen ko¨nnte
auch im humanen System einen positiven Effekt haben.
4.7.5 CD14-positive und CD25-positive Zellen
4.7.5.1 Monozyten
Zur Bestimmung der Monozyten wurde ein Antiko¨rper gegen CD14 verwendet. CD14 ist
der Rezeptor fu¨r den Komplex aus LPS und dem LPS-bindenden Protein, es findet sich auf
monozyta¨ren Zellen wie Monozyten (peripheres Blut) und Makrophagen (Gewebe). Nor-
malerweise sezernieren Monozyten kein IFN-γ, dennoch wurden sie hier mit angereichert.
Sie tragen aber, genau wie B-Zellen, das Oberfla¨chenmoleku¨l CD119, den IFN-γ-Rezeptor.
Die Anreicherung der CD14+-Zellen ko¨nnte mit der Bindung von durch T-Zellen sezer-
niertem IFN-γ an CD119 und anschließende Fa¨rbung dieses gebundenen IFN-γ durch den
spezifischen Antiko¨rper erkla¨rt werden. Auch ein Teil der aufgereinigten B-Zellen ko¨nnte
so mit dem Antiko¨rper αIFN-γ markiert und deshalb angereichert worden sein. Es handelt
sich hierbei um eine unspezifische Anreicherung aktivierter Monozyten, allerdings ko¨nnen
diese Zellen in vivo die Immunantwort unterstu¨tzen.
4.7.5.2 CD25-positive Zellen
CD25 ist ein Aktivierungsmarker, passend zu dem hohen Anteil an IFN-γ-positiven T-
und B-Zellen und durch IFN-γ aktivierten Monozyten wurde ein hoher Anteil an CD25+-
Zellen nach Anreicherung gemessen. Addiert man den Gehalt an T-Zellen und B-Zellen
in der IFN-γ-positiven Population, so ergibt dies ungefa¨hr den Wert der CD25+-Zellen.
4.7.6 Vorteile des IFN-γ-Sekretionstests
Die hier gezeigten Ergebnisse zur Zusammensetzung des Eluates nach Aufreinigung CMV-
spezifischer Zellen mit Zytokinsekretionstest zeigen, das der Sekretionstest klare Vortei-
le gegenu¨ber T-Zelllinien oder mit HLA-Peptid-Komplexen angereicherten Zellen bietet:
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Neben T-Zellen werden andere CMV-spezifische Immunzellen, na¨mlich B-Zellen und NK-
Zellen, mit angereichert. Die Transfusion eines solchen Zellgemischs baut eventuell nicht
nur die T-Zell-Antwort gegen CMV wieder auf, sie legt den Grundstein fu¨r alle vorhan-
denen Abwehrmechanismen gegen CMV, da alle beteiligten Immunzellen enthalten sein
ko¨nnen, von APC abgesehen. Ein a¨hnlicher Effekt ko¨nnte nur durch kombinierte Gabe
einer CMV-T-Zelllinie und angereicherten B-Zellen (z. B. u¨ber CD19-Selektion) oder NK-
Zellen (z. B. u¨ber CD56-Selektion) erreicht werden, der Zytokinsekretionstest liefert dies
in einem Schritt.
Die grundlegenden Bedingungen fu¨r eine Aufreinigung im klinischen Maßstab wurden im
Rahmen dieser Arbeit geschaffen: Es wurden GMP-konforme Medien getestet und als ge-
eignet eingestuft, Anhaltspunkte fu¨r Qualita¨tsstandards (Anteile an T-Zellen, toten Zellen
und anderen Immunzellen in der aufgereinigten Population) wurden gefunden. Desweite-
ren wurden mehrere Tests etabliert, die zur Bewertung der CMV-T-Zellen (Tetramermes-
sung, Proliferationstest, CD107a-Messung) geeignet sind. Die endgu¨ltige Bewertung der
CMV-T-Zellen mit diesen Tests scheiterte nur an den geringen Zellausbeuten und / oder
teilweise schlechten Reinheiten der CMV-T-Zellen bei der Durchfu¨hrung des Sekrtetions-
test im vergro¨ßerten Labormaßstab. Diese Probleme sind – wenn man die Ergebnisse
von Rauser et al. [52] bei den Aufreinigungen am CliniMACS betrachtet – bei Anrei-
cherungen von CMV-T-Zellen im klinischen Maßstab nicht zu erwarten. Neben Aspekten
bei der Aufreinigung und Bewertung von CMV-T-Zellen konnten hier auch erfolgreich
mit dem Sekretionstest angereicherte CMV-T-Zellen zur Heilung von rekurrenten CMV-
Infektionen eingesetzt werden, die Zellen konnten in vivo nachgewiesen werden. Zusa¨tzlich
wurden Anhaltspunkte gefunden, dass bei der Anreicherung IFN-γ-positiver Zellen mit
dieser Methode andere wichtige Immunzellen (NK-Zellen, B-Zellen) mit angereichert wer-
den, die einen positiven Effekt fu¨r den Empfa¨nger der Zellen haben ko¨nnten.
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4.8 Klonierung und Expression viraler Proteine des CMV
in einem Baculovirussystem
4.8.1 CMV-Antigene
4.8.1.1 Protein versus Peptid
Fu¨r die Stimulation von antigenspezifischen T-Zellen ko¨nnen sowohl Proteine als auch
Peptide verwendet werden. Beide Varianten haben Vor- und Nachteile. In dieser Arbeit
wurde sich auf Proteinantigene konzentriert, da das Konzept der Stimulation und Auf-
reinigung mo¨glichst breit anwendbar sein sollte. Will man Peptidantigene verwenden, so
muss das jeweilige Epitop bekannt sein, genau wie der HLA-Typ des (Blut-)Spenders.
Die HLA-Abha¨ngigkeit ist ein eindeutiger Nachteil von Peptiden, desweiteren werden da-
mit fast ausschließlich CD8-positive T-Zellen stimuliert, denn die bekannten Epitope bin-
den meist HLA-I. Durch Verwendung von u¨berlappenden Peptidgemischen (engl. peptide
pools), die ein ganzes oder mehrere Proteine abdecken, kann das Problem der vorherigen
Identifizierung von Epitopen umgangen werden. Allerdings fa¨llt dann ein Vorteil der Pep-
tidantigene weg: verwendet man nur ausgewa¨hlte Epitope, kennt man die Spezifita¨t der
gebundenen T-Zellen genau, sie sind nach Aufreinigung leicht z. B. mit Tetrameren zu
u¨berpru¨fen. U¨berlappende Peptidpools verursachen hauptsa¨chlich CD4+-Antworten, aber
auch CD8+-Antworten sind mo¨glich (z. B. beim pp65).
Die Stimulation mit Proteinen braucht etwas mehr Zeit als bei Peptiden, da das Antigen
erst von den APC prozessiert werden muss. Dafu¨r kann ein immunogenes Protein fu¨r alle
HLA-Typen verwendet werden, allerdings liegt die Sta¨rke des Ansprechens hier auch dar-
an, ob das Hauptepitop fu¨r den jeweiligen HLA-Typ darin enthalten ist. Man braucht aber
das Epitop nicht zu kennen. Durch Expression immunogener Proteine in humanen Zellen
kann ein Infektion simuliert und so sehr genau die Immunreaktion in vivo nachempfunden
werden.
Fu¨r eine GMP-Produktion sind Peptide, Peptidpools, (rekombinante) Proteine und Pro-
teingemische geeignet, solange die Zusammensetzung genau definiert ist und keine scha¨dli-
chen Begleitstoffe (z. B. bakterielle Toxine bei Proteinexpression in Prokaryonten) enthal-
ten sind. Allerdings lassen sich Peptide einfacher unter GMP-Bedingungen synthetisieren
als Proteine.
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4.8.1.2 Immunantwort gegen pp65
Bei der Stimulation von T-Zellen mit exogenen Antigenen sollten hauptsa¨chlich CD4-T-
Zellen aktiviert werden. Bei den meisten Antigenen ist dies auch der Fall. pp65 lo¨st aber
deutliche CD8+-T-Zell-Antworten aus, wie hier auch bei mehreren Versuchen gezeigt wur-
de. Zuna¨chst ging man davon aus, das die Pra¨sentation von pp65 auf dem MHC-I durch
DCs vor allem auf Phagocytose von apoptotischen oder zersto¨rten, infizierten Zellen durch
die DCs beruht [117]. Fu¨r pp65 wurde gezeigt, das es von DCs exogen aufgenommen, und
u¨ber MHC-I und MHC-II pra¨sentiert wird, ohne das dabei eine ganze Zelle phagozytiert
wird: Tabi et al. [118] zeigten, dass bei Kokultur von DC mit nicht HLA-identen CMV-
infizierten Fibroblasten die DCs eine klare CD8+-T-Zellantwort gegen pp65 und IE-1
auslo¨sten. Dies war nicht der Fall, wenn die DCs vorher mit BFA behandelt wurden, was
auf einen Transport des Antigens vom Phagosom / Endosom zum Cytosol hindeutet. Eine
Apoptose der Fibroblasten war fu¨r die Induktion der cross-presentation nicht notwendig.
Wichtig fu¨r eine effektive cross-presentation ist bei aktiven Viren allerdings, dass die DCs
mo¨glichst fru¨h mit den infizierten Zellen in Kontakt kommen, da infizierte Zellen in spa¨-
teren Phasen die DC-Reifung hemmen [72], [119]. pp65 ist ein gutes Zielprotein, es ist als
Teil des Teguments bereits in den infizierten Zellen vorhanden, bevor die Virusreplikation
begonnen hat. A¨hnlich verha¨lt es sich mit den sehr fru¨hen Genprodukten wie IE-1 und
IE-2.
4.8.1.3 Immunantwort gegen andere CMV-Proteine
Neben ul83 (pp65) gibt es weitere ORF (bzw. deren Produkte), die bei vielen CMV-
seropositiven Personen zu einer messbaren Immunantwort fu¨hren. Sylwester et al. [41]
untersuchten mit u¨berlappenden Peptidpools, die jeweils eines von 213 ORF des CMV
repra¨sentierten, die Immunantwort gegen CMV in 33 CMV-seropositiven Personen, fu¨r 151
ORF konnte eine Immunantwort gemessen werden. Dabei zeigte sich, dass 5 ORF (UL55,
UL83, UL86, UL99 und UL122) bei mehr als der Ha¨lfte der Personen von CD4+-T-Zellen
erkannt wurden, 3 ORF (UL48, UL83 und UL123) wurden von CD8+-T-Zellen bei mehr als
der Ha¨lfte der Probanden erkannt. Die hier zur Expression in Insektenzellen ausgewa¨hlten
Proteine – UL55, UL83, UL86, UL94, UL122 und UL123 – wurden danach ausgewa¨hlt,
ob sie erstens eine gute CD4- und / oder CD8-Antwort auslo¨sten, und zweitens ob sie eine
Immunantwort in Probanden auslo¨sten, die nicht oder schlecht auf die am Ha¨ufigsten
erkannten ORF reagierten. Im Folgenden werden kurz die Stimulationswirkungen der
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ausgewa¨hlten Proteine erla¨utert (vgl. [41], Seite 675, figure 1 C ): UL55 lo¨ste in der von
Sylwester et al. untersuchten Kohorte am Ha¨ufigsten von allen ORF CD4+-Antworten
aus und steht an Platz 10 bei der Auslo¨sung von CD8+-Antworten. UL83 steht sowohl bei
den CD4+- als auch bei den CD8+-Antworten an Platz 2. UL86 wurde eher von CD4+-
Zellen erkannt (Platz 3), als von CD8+-Zellen (Platz 18). UL94 hingegen stimulierte eher
CD8+-Zellen (Platz 11). UL122 und UL123 fu¨hrten vor allem zur Stimulation von CD8+-
Zellen (Platz 3 und 4), waren aber auch bei der Auslo¨sung von CD4+-Antworten auf den
vorderen Pla¨tzen zu finden (UL122 Platz 5, UL123 Platz 11). Die Eigenschaften der in
den jeweiligen ORF kodierten Proteine wurde bereits erla¨utert (siehe 3.7.1, S. 182). Die
getroffene Auswahl entha¨lt Proteine, die in verschiedenen Stadien der Virusreplikation
exprimiert werden, und die sowohl CD4+- als auch CD8+-Antworten bei einer großen
Anzahl verschiedener HLA-Typen auslo¨sen.
4.8.2 Herstellung von CMV-Proteinen
4.8.2.1 Expressionssytem
Hier wurden Insektenzellen als Expressionsystem ausgewa¨hlt, weil erstens bakterielle Sys-
teme eher zu Kontaminationen des rekombinanten Proteins mit mikrobiellen Subtanzen,
wie z. B. Toxinen, fu¨hren ko¨nnen und zweitens Prokaryonten keine Glykosylierung durch-
fu¨hren. Da bei den exprimierten Proteinen zum Teil eine schlechte Lo¨slichkeit erwartet
wurde, ha¨tte die fehlende Glykosylierung das Problem noch verschlimmert.
Das pp65 ist als rekombinantes Protein bereits von mehreren Anbietern erha¨ltlich, es
handelt sich dabei immer um bakteriell exprimiertes Protein. Die Puffer enthalten hohe
Konzentrationen an Harnstoff (z. B. 4 M bei dem pp65 von Miltenyi Biotec), was sich in
der Zellkultur eventuell negativ auswirkt. Daher wurde versucht, die Proteine unter mil-
den Bedingungen in Lo¨sung zu halten, das Anfu¨gen eines Gluthathion-S-Transferase-Tags
ermo¨glicht nicht nur die Aufreinigung der Proteine, es erho¨ht auch deren Lo¨slichkeit. Ein
weiterer Grund, ein eukaryotisches Expressionssystem zu nutzen, war die Gro¨ße der ausge-
wa¨hlten Proteine. In Insektenzellen ko¨nnen eher große Proteine (um 200 kDa) exprimiert
werden, als in Bakterien.
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4.8.2.2 Proteinauswahl
Die ausgewa¨hlten Proteine (siehe 3.7.1, S. 182) sollen mo¨glichst breit anwendbar sein. Die
Proteinauswahl schließt nicht nur Strukturproteine wie pp65 mit ein, auch funktionelle
Proteine wie IE-1 und IE-2, die als Transaktivatoren fru¨h im Replikationszyklus wirken,
oder UL48, das beim Transport der Partikel in der Zelle beteiligt ist, wurden ausgesucht.
Damit wu¨rden die mit dem Proteingemisch stimulierten T-Zellen in mehreren Schrit-
ten des Replikationszyklus Zielstrukturen finden und angreifen ko¨nnen. Solche T-Zellen
ko¨nnten mo¨glicherweise noch schneller und effektiver gegen eine CMV-Reaktivierung hel-
fen und weitere Reaktivierungen verhindern, eine Immunantwort gegen mehrere Epitope
erschwert eventuell auch das Entkommen des Virus vor der Immunantwort.
4.8.2.3 Expression und Aufreinigung der Proteine
4.8.2.3.1 Planung der Konstrukte
Die Auswahl des Expressionssystem und das Design der cDNAs war auf Gewinnung
von Proteinmengen u¨ber 1 mg und gute Reinheit ausgelegt. Nach Aufreinigung u¨ber das
GST-Tag ha¨tte die große und potentiell immunogene GST u¨ber die eingefu¨gte TEV-
Schnittstelle entfernt werden sollen. Die TEV-Protease wiederrum hatte ein His-Tag und
wa¨re daru¨ber wieder entfernt worden. Sollte bei weiteren Aufreinigungsversuchen ein
Wechsel des Tag no¨tig werden, kann auch jedes andere Tag u¨ber die TEV-Schnittstelle
entfernt werden, dies gewa¨hrleistet spa¨ter eine unverfa¨lschte Immunantwort gegen Epi-
tope des CMV, die Verunreinigung der CMV-Proteine mit einem gro¨ßeren Tag ko¨nnte
unspezifische Aktivierungen bewirken.
4.8.2.3.2 Klonierung in pENTR1a
Die Klonierung in den Vektor pENTR1a erfolgte u¨ber Restriktionsenzyme. Zuvor wurden
die ausgewa¨hlten CMV-DNAs dahingehend analysiert, ob sie durch die potentiell fu¨r die
Klonierung geeigneten RE geschnitten werden. Zwar konnte fu¨r die meisten Konstrukte
ein RE-Paar gefunden werden, dass die CMV-DNA nicht schneidet, allerdings konnte fu¨r
das sehr große UL48 nur eine Restriktionsschnittstelle verwendet werden, da alle u¨brigen
in Frage kommenden Restriktionsenzyme auch innerhalb von UL48 geschnitten ha¨tten.
Soll bei weiteren Klonierungversuchen von UL48 an dem gewa¨hlten System festgehalten
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werden, muss die Integrationsrichtung des Inserts u¨berpru¨ft werden. Dies funktioniert am
Besten mittels PCR oder Restriktionsspaltung des Plasmids.
Der Vektor pENTR1a macht bei Sequenzierungen allerdings Probleme, die MCS wird von
Sequenzbereichen flankiert, die Sekunda¨rstrukturen ausbilden. U¨ber diese Bereiche kann
nicht sequenziert werden, daran scheiterte auch die Sequenzierung der erfolgreich klonier-
ten DNAs zu UL55, UL83, UL86, UL94, UL122 und UL123. Zur Kontrolle des korrekten
Einbaus (im Leseraster; bei UL48 außerdem Orientierung) mu¨sste von innen nach außen
sequenziert werden, dazu wa¨re fu¨r jedes Konstrukt ein sequenzspezifischer Primer no¨tig.
Dies ist ein klarer Nachteil der pENTR-Vektoren. Da allerdings die Identita¨t der CMV-
DNAs schon durch die Sequenzierung der pCRblunt-Ausgangsklone verifiziert wurde, sollte
gerade fu¨r die zusammengesetzten cDNAs (UL36 und UL123) noch eine Erstellung von se-
quenzspezifischen Primern und die Sequenzierung der pENTR1a-Konstrukte (vom Insert
aus nach außen) erfolgen.
4.8.2.3.3 Expression und Aufreinigung
Fu¨r UL55, UL83, UL86, UL94, UL122 und UL123 konnten erfolgreich cDNAs isoliert
werden. Fu¨r alle außer UL86 wurden auch Baculoviren erzeugt, die die CMV-cDNA tragen.
Nur bei UL83 und UL122 konnte auch eine Proteinexpression nachgewiesen werden. Eine
Aufreinigung dieser Proteine unter physiologischen Bedingungen scheiterte daran, dass sie
nicht im lo¨slichen U¨berstand nach dem Zellaufschluss vorlagen.
Fu¨r eine erfolgreiche Expression und Aufreinigung mu¨ssen verschiedene Aufschlusspuffer
getestet werden, was viel Zeit in Anspruch nehmen kann. Die Identita¨t der exprimierten
Proteine soll, falls ein passender Antiko¨rper vorhanden ist, durch Western Blot u¨berpru¨ft
werden. Zumindest gegen pp65 und IE-1 sind Antiko¨rper erha¨ltlich. Da in allen Ansa¨tzen
anscheinend das GST-Tag exprimiert wurde, sind eventuell auch die anderen Proteine
vorhanden, auch wenn sich keine Expressionsbanden in der PAGE zeigten. Dies ko¨nnte
mittels einer RT-PCR auf infizierte Zellen genauer u¨berpru¨ft werden.
Bei der Verwendung anderer Aufschlusspuffer muss zuna¨chst getestet werden, ob die Bin-
dung der GST beeinflusst wird. Bei Verwendung des rekombinanten pp65 der Firma Mil-
tenyi Biotec, das in einem Puffer mit 50 mM Natriumdihydrogencarbonat, 300 mM NaCl
und 4 M Urea gelo¨st ist, zeigten sich zum Teil Verklumpungen der Zellen. Ein physiologi-
scher Puffer wa¨re also zu bevorzugen.
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Bei der PAGE-Analyse des Aufreinigungsversuches mit PBS waren die Proteine mit den
Zelltru¨mmern assoziiert. Dies ko¨nnte bedeuten, dass die Proteine unter den gewa¨hlten
Bedingungen (PBS: physiologischer Puffer, wenig Salze) nicht mehr lo¨slich sind oder das
sie als sogenannte inclusion bodies vorlagen. Sowohl pp65 als auch IE-2 wurden schon
in prokaryotischen und in Insekten-Zellen exprimiert, dabei wurden Aufschlusspuffer mit
6 M Guanidinhydrochlorid, einem stark chaotropen Salz, verwendet, die Proteine wurden
u¨ber His-Tag aufgereinigt [120], [121], [122]. Als Elutionspuffer wurde ein Puffer mit 8 M
Urea, 20 mM Tris-HLC und 100 mM Imidazol verwendet. Vergleicht man die verwendeten
Bedingungen mit denen bei der Aufreinigung von pp65 in anderen Publikationen, waren
die viralen Proteine hier wahrscheinlich nicht mehr in Lo¨sung und wurden deshalb auch
nicht an die GST-Agarose gebunden. Um eine ausreichende Menge an sauberen Proteinen
fu¨r die Stimulationsversuche zu erhalten, muss das Aufreinigungsverfahren noch weiter
optimiert werden.
Insgesamt konnten hier grundlegenede Voraussetzungen fu¨r die Herstellung eines Protein-
gemischs zur Stimulation CMV-spezifischer T-Zellen aus dem Blut CMV-seropositiver
Spender geschaffen werden: Die breite Auswahl an Proteinen wu¨rde die Spenderauswahl
unabha¨ngiger vom HLA-Typ machen. Die Identita¨t der klonierten cDNAs wurde bereits
durch Sequenzierung u¨berpru¨ft, die korrekten Konstrukte, die in dem gewa¨hlten Expres-
sionsystem nicht exprimiert werden ko¨nnen, lassen sich leicht umklonieren.
4.8.2.3.4 Expressionssytem
Das Gateway-System bietet die Mo¨glichkeit, einfach von einem Vektor in einen anderen
zu rekombinieren. Da dies problemlos mo¨glich ist, sollte parallel oder ersatzweise auch eine
Expression der Proteine in Bakterien versucht werden. Die Expression in den Insektenzel-
len hat die Lo¨slichkeit z. B. beim pp65 nicht signifikant verbessert, genausowenig, wie das
GST-Tag. Fu¨r den Einsatz der Proteine zur Stimulation virusspezifischer T-Zellen spielt
die native Struktur jedoch keine Rolle. Daher ist der Wechsel in ein bakterielles System
und ein gleichzeitiger Austausch des Tag sinnvoll. Die bereits vorhandenen Konstrukte
ko¨nnen weiter benutzt werden, wichtige Vorarbeiten (Sequenzanalyse, Primerdesign, Ge-
winnung der DNA, Kontrolle der Konstrukte) sind bereits abgeschlossen. Durch Wechsel
von Expressionssystem und Tag sowie Modifikation der Aufreinigungsbedingungen – d. h.
Anpassung der Puffer fu¨r inclusion bodies oder schwer lo¨sliche Proteine – ko¨nnen so in
naher Zukunft rekombinante Proteine des CMV gewonnen werden.
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4.9 Zusammenfassung und Ausblick
In dieser Arbeit sollten die folgenden Ziele erreicht werden:
(1) Etablierung eines Testverfahrens zur Patientenauswahl und -u¨berwachung
(2) Austestung und Optimierung des Zytokinsekretionstests (im Labormaß-
stab)
(3) Definition von Qualita¨tsmerkmalen und Etablierung geeigneter Tests fu¨r
Umsetzung der Aufreinigung in klinischem Maßstab
(4) Gewinnung neuer Antigene zur Verbesserung der in vitro Stimulation von
CMV-spezifischen T-Zellen
Mit der Etablierung des Tetramertests konnte Ziel 1 erreicht werden. Die Messung wird
routinema¨ßig durchgefu¨hrt, bis jetzt wurden mehr als 80 Patienten getestet und inter-
essante Einblicke in die CMV-spezifische Immunrekonstitution nach HSCT gewonnen.
Vor allem in Kombination mit funktionellen Tests wie der intrazellula¨ren Fa¨rbung eignet
sich der Test zur Auswahl von Patienten, die von rekurrenten Infektionen bedroht werden,
genauso, wie zur Auswahl von potentiellen Spendern. Um die Aussagekraft der Messun-
gen noch zu verbessern, sollten an Tag +50, +100 und +150 nach HSCT routinema¨ßig
ebenfalls funktionelle Tests – z. B. eine intrazellula¨re Fa¨rbung – durchgefu¨hrt werden.
Chima¨rismusanalysen der CMV-bindenden Zellen ko¨nnten deren Herkunft – Spender oder
Empfa¨nger – kla¨ren.
Der Zytokinsekretionstest wurde mit unterschiedlichen Modifikationen und fu¨r pp65 und
CMV-Lysat im Vergleich durchgefu¨hrt. Dabei zeigten sich Probleme mit unspezifischen
Anreicherungen. Durch durchflusszytometrische Tests wurde die angereicherte Popula-
tion genauer charakterisiert. Ein Proliferationstest mit CFSE wurde aufgebaut und die
mitogen-induzierte Proliferation von PBMNCs damit nachgewiesen. Die Ziele 2 und 3
konnten somit teilweise umgesetzt werden. Fu¨r weitergehende Tests und Festlegung von
Qualita¨tsstandards fu¨r Aufreinigungen im klinischen Maßstab mu¨ssen Aufreinigungen am
CliniMACS durchgefu¨hrt werden, das ist allerdings sehr kostenintensiv. Eventuell kann
nach einigen Probela¨ufen der Bedarf an Zellen fu¨r die Tests zur Bewertung der ange-
reicherten Zellen gesenkt werden, oder auch auf die Durchfu¨hrung bestimmter Test bei
jedem Lauf verzichtet werden – z. B. ko¨nnte durch Tetramerfa¨rbung ein hoher Anteil an
CMV-bindenden Zellen nachgewiesen und im Umkehrschluss von wenig Verunreinigun-
gen ausgegangen werden. Es wurde hier auch gezeigt, dass beim Sekretionstest neben
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T-Zellen auch NK-Zellen, B-Zellen und Monozyten mit angereichert werden. Eventuell
sollte auch ihr Anteil und nicht nur der der T-Zellen standardma¨ßig nach Aufreinigungen
am CliniMACS bestimmt werden.
Die Versuche zum Zytokinsekretionstest besta¨tigten, dass pp65 alleine nicht fu¨r eine effek-
tive Stimulation von CMV-T-Zellen bei allen Spendern geeignet ist. Daher wurden weitere
immunogene Proteine des CMV aus der Literatur ausgewa¨hlt. Diese konnten bis auf eines
erfolgreich kloniert werden, fu¨r 5 wurde ein rekombinantes Baculovirus hergestellt, fu¨r 2
bereits eine Expression in Insektenzellen gezeigt. Damit wurde der Grundstein fu¨r das
Erreichen von Ziel 4 gelegt.
Zuku¨nftig sollen die hier etablierten Methoden genutzt werden, um die U¨berwachung der
Immunrekonstitution noch zu verbessern. Mit Hilfe von DCs soll die Stimulation von
CMV-spezifischen T-Zellen bei seropositiven Spendern untersucht werden. Dabei sind so-
wohl die bereits durchgefu¨hrte Etablierung der DC-Generierung von Nutzen, als auch die
vorhandenen CMV-cDNAs fu¨r immunogene Proteine. Diese ko¨nnten auch in DC expri-
miert werden.
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